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R E S U M E  
 
Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène de pathologies 
développées aux dépend des progéniteurs myéloïdes immatures normaux, caractérisées sur 
le plan moléculaire par des modifications de l'expression de facteurs transcriptionnels 
aboutissant à un blocage de la maturation, et par une activation aberrante de molécules 
de la transduction du signal conférant aux cellules leucémiques des avantages prolifératifs 
et de survie.  
Dans ce travail, nous avons montré que la protéine kinase CHK1, impliquée dans le 
maintien de l’intégrité du génome en contrôlant l’arrêt du cycle cellulaire à la transition 
G1/S et G2/M après dommages constitutifs à l’ADN, prolonge son activation après 
dommages dans les cellules de LAM immatures permettant ainsi leur maintien en phase G2. 
Cette meilleure efficacité du point de contrôle G2/M des cellules immatures contribue très 
probablement à la chimiorésistance naturelle observée et largement documentée des 
cellules leucémiques immatures. De plus, nous montrons que la kinase CHK1 est 
anormalement activée dans les échantillons de LAM en raison de la présence de dommages 
à l'ADN constitutifs dans ces cellules. L’étude des caractéristiques cytogénétiques des 
patients nous a permis de mettre en évidence un haut niveau de dommages dans les LAM 
de haut risque cytogénétique, en particulier celles avec des cellules à caryotype 
complexe. L’inactivation de CHK1 par l’inhibiteur UCN-01 et par interférence à l'ARN 
aboutit à une inhibition des capacités clonogènes des progéniteurs leucémiques et à une 
chimiosensibilisation vis-à-vis de l’agent chimiothérapeutique ara-C. En revanche, les 
cellules hématopoïétiques normales CD34+, qui ne présentent pas de dommages 
constitutifs, sont beaucoup moins sensibles à l’UCN-01. Cet agent n’affecte pas non plus 
les capacités clonogènes des progéniteurs granulo-monocytaires normaux aux doses 
utilisées sur les cellules de LAM. 
 
Ces résultats nous ont permis de montrer que la kinase CHK1 joue un rôle important à la 
fois dans la chimiorésistance des cellules leucémiques immatures et dans l’établissement 
de l’instabilité génétique observée dans les LAM à caryotype complexe. Enfin, ces travaux 
ouvrent des perspectives intéressantes sur l’utilisation de composés inhibiteurs des kinases 
du point de contrôle du cycle cellulaire dans les LAM et en particulier celles présentant le 
plus mauvais pronostic, les LAM à caryotype complexe. 
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A B S T R A C T  
 
Acute Myeloid Leukemia (AML) is a clonal hematopoietic disorder characterized by the 
accumulation of malignant hematopoietic progenitor cells with an impaired myeloid 
differentiation program. The molecular basis of AML is thought to be associated with the 
acquisition of at least two types of critical cooperating mutations occurring at the 
hematopoietic stem or committed progenitors level. Class I mutations, affecting tyrosine 
kinases receptors and key components of cellular signalling pathways, confer growth and 
proliferative advantages. They are associated with class II mutations, affecting 
transcription factors thus leading to impaired normal differentiation program. 
In this study, we were first interested in CHK1, a protein kinase involved in preserving 
genome integrity by playing a critical role at the intra-S and G2/M cell cycle checkpoint 
activated in DNA damage response. We have shown that activation of CHK1 was sustained 
in immature cell lines, leading to a more stringent G2/M checkpoint in response to DNA 
damage, thus impairing illegitimate entry into mitosis in presence of unrepaired DNA 
damage and participating in their resistance to genotoxic agents. In a second study, we 
have demonstrated an abnormal activation of the CHK1 kinase in a large panel of AML 
patient samples, associated with the presence of constitutive DNA damage in absence of 
genotoxic stress. Moreover, the level of CHK1 activation is significantly correlated with 
unfavourable cytogenetic samples, particularly with complex karyotype phenotype. CHK1 
inhibition by the pharmacological inhibitor UCN-01 or by RNA interference was found to 
decrease the clonogenic capacity of the AML progenitors, and to induce a 
chemosensitisation to ara-C. In contrast, growth of normal hematopoietic progenitors, 
which do not display constitutive DNA damage, was not impaired by such treatment. 
  
Overall, all these results underline the dual role of CHK1 kinase in AML pathology in the 
chemoresistance of immature leukemic cells and in the establishment of the genomic 
instability observed in complex karyotype AML. These findings could have major 
pharmacologic consequences, because they open a therapeutic window for new compounds 
targeting the cell cycle checkpoint machinery in AML and more particularly in the worst 
prognostic group with complex karyotype.   
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Nous développerons dans cette introduction les connaissances générales actuelles sur le 
contrôle de l’intégrité du génome des cellules eucaryotes, puis ses dérégulations lors du 
processus de tumorigenèse. Nous terminerons la première partie en présentant les 
thérapies ciblant les acteurs du cycle cellulaire. Nous aborderons ensuite l’importance de 
la régulation de la prolifération cellulaire dans l’hématopoïèse physiologique ainsi que ses 
dérégulations dans le cas d’hématopoïèse leucémique. Enfin, nous terminerons cette 
introduction en présentant les données bibliographiques rapportées sur le contrôle du 
cycle cellulaire dans l’hématopoïèse physiologique et ses dérégulations dans les Leucémies 
Aiguës Myéloïdes (LAM). 
 
I. Contrôle de l’intégrité du génome, oncogenèse et 
thérapeutique 
 
Chaque cellule d’un organisme se divise pour donner naissance à deux cellules filles au 
cours du cycle cellulaire. Afin de garantir une transmission de l’information génétique la 
plus fidèle possible, ce processus met en jeu de nombreux mécanismes de contrôle. La 
compréhension et la connaissance des acteurs du cycle cellulaire ont permis et permettent 
toujours de mettre en évidence les multiples dérégulations observées dans les cellules 
cancéreuses favorisant une prolifération incontrôlée et ouvrent des perspectives 
thérapeutiques nouvelles.  
Dans cette première partie de l'introduction, nous présenterons l'état actuel des 
connaissances sur les bases moléculaires du contrôle du cycle cellulaire en focalisant 
principalement notre attention sur les mécanismes de préservation de l'intégrité 









A. Régulation du cycle cellulaire et point  de contrôle 
1. Le cycle cellulaire 
 
La cellule eucaryote prépare la duplication du matériel génétique porté par l’ADN en 
phase G1 (Gap 1) et permet sa réplication semi-conservative en phase S (Synthesis). En 
phase G2 (Gap 2), la cellule prépare la séparation du matériel génétique et la division 
cellulaire qui auront lieu en mitose ou phase M. Les phases G1, S et G2 sont regroupées 
sous le terme d’interphase. Cette vision classique et très descriptive du cycle cellulaire a 
laissé place au cours des 20 dernières années à une caractérisation moléculaire des acteurs 
et des voies de signalisation impliquées dans son contrôle et dans leur intégration aux 




Figure 1 : Le cycle cellulaire eucaryote 
Les deux événements majeurs du cycle cellulaire sont la réplication fidèle de l’information 
génétique en phase S et la ségrégation précise de ce matériel entre les deux cellules filles en 
mitose. Les phases G1, S et G2 constituent l’interphase. (D’après la thèse d’Anne Vidal). 
 
a) Les complexes CDK-Cycline  
(1) Progression du cycle cellulaire 
 
La progression du cycle cellulaire est contrôlée par des kinases dépendantes des cyclines 
(ou CDK pour Cyclin-Dependent-Kinase) qui se lient à des cyclines régulatrices spécifiques 
permettant la succession des différentes phases du cycle cellulaire (Morgan, 1997). 
Initialement, la première CDK a été mise en évidence chez les levures Saccharomyces 
 18 
cerevisiae (Cdc28) et Saccharomyces Pombe (Cdc2). Le nombre de CDK et de cyclines 
augmente considérablement au cours de l’évolution, cependant, seuls certains complexes 
CDK-cyclines semblent contrôler la progression du cycle cellulaire (Malumbres and 
Barbacid, 2009). 
Selon, le modèle classique du cycle cellulaire chez les mammifères, les signaux 
mitogéniques permettent, dans un premier temps, l’expression des cyclines de type D (D1, 
D2 et D3) qui activent préférentiellement les CDK4 et 6 durant la phase G1 (Malumbres and 
Barbacid, 2001). L’activation de ces complexes aboutit à l’inactivation partielle des 
protéines de la famille du rétinoblastome pRB, p107 et p130 pour permettre l’expression 
de la cycline E (E1 et E2) qui va lier et activer CDK2 (Harbour et al., 1999). Le complexe 
CDK2-cycline E, en phosphorylant les protéines pRB, p107 et p130, permet leur 
inactivation complète et ainsi la transition en phage S (Lundberg and Weinberg, 1998). 
L’expression de la cycline E est finement contrôlée permettant de limiter l’accès des 
cellules aux stades précoces de la synthèse d’ADN. En effet, l’utilisation de dominant-
négatif et d’anticorps dirigés contre CDK2 a permis d’inhiber la progression dans le cycle 
de certaines cellules tumorales (Hochegger et al., 2008). CDK2 est ensuite activée par la 
cycline A2 (ou A1 dans les cellules germinales) durant les phases tardives de la réplication, 
permettant ainsi le passage vers la mitose (au cours de la phase G2). Pour finir, CDK1 est 
activée par la cycline A en toute fin d’interphase pour permettre l’entrée en mitose 
(Malumbres and Barbacid, 2005). 
 
 
Figure 2 : Complexes CDK-Cyclines et progression dans le cycle cellulaire humain 
Plusieurs CDK associées à différentes cyclines régulent le cycle cellulaire humain. Les travaux 
d’invalidation génétique dans la souris remettent en cause aujourd’hui ce schéma classique. 
(D’après la thèse d’Anne Vidal). 
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Ce modèle classique, selon lequel chaque passage d’une phase à l’autre du cycle cellulaire 
serait gouverné par une CDK, a été considérablement remis en question grâce à des études 
génétiques réalisées chez la souris. En effet, si l’invalidation du gène cdk1 est létale, les 
pertes des loci cdk2, 4 ou 6 n’impactent pas sur le cycle cellulaire de la plupart des tissus 
(Santamaria et al., 2007). Par exemple, la perte de cdk6 induit seulement un défaut 
mineur dans la lignée érythroïde avec une réduction du nombre de globules rouges 
périphériques (Malumbres et al., 2004). 
L’absence de défauts majeurs du cycle cellulaire dans la plupart des cellules invalidées 
pour une CDK interphasique n’est pas simplement due à la redondance des CDK en général. 
En effet, les pertes concomitantes de plusieurs CDK permettent d’obtenir un phénotype 
plus marqué, mais ne donnent pas non plus de défaut majeur du cycle cellulaire dans la 
plupart des tissus. Par exemple, l’invalidation des Cdk4 et 6 induit des défauts de 
prolifération seulement pour les précurseurs hématopoïétiques, pour les cellules non 
hématopoïétiques, aucun défaut de phase G1 ou d’entrée dans le cycle n’a été observé 
(Malumbres et al., 2004). L’effet de compensation par la troisième CDK interphasique, 
CDK2, a pu être exclu avec les double-mutants (CDK2 et 6, CDK2 et 4) qui ne donnent 
également que des défauts dans des tissus spécialisés (Barriere et al., 2007). Tout cela 
suggère que les cyclines pourraient s’apparier avec d’autres partenaires que ceux 
initialement décrits. Illustrant cette hypothèse, Aleem et ses collaborateurs ont mis en 
évidence en 2005 une association  entre CDK1 et la cycline E, ce complexe CDK1-cycline E 
pourrait compenser l’absence de CDK2 à la transition G1/S dans les souris cdk2-/- (Aleem 
et al., 2005). De manière surprenante, l’invalidation de l’ensemble des CDK interphasiques 
chez la souris permet un développement embryonnaire jusqu’au stade E16.5-E17.5. Cela 
signifie que CDK1 est suffisante pour permettre la prolifération et la division cellulaire de 
la plupart des tissus du développement embryonnaire précoce (Santamaria et al., 2007).  
Ainsi, le nombre important de CDK des organismes multi-cellulaires permet probablement 
de mettre en jeu des niveaux complexes de régulation du contrôle de la prolifération dans 
un très grand nombre de types cellulaires. 
 
Initialement, seuls quelques substrats des complexes CDK-cycline étaient décrits tels que 
les lamines nucléaires phosphorylées par CDK1, ou pRb qui pourrait être phosphorylée par 
les cinq CDK décrites dans le paragraphe précédent. La liste s’est considérablement 
étoffée ces dernières années (Malumbres and Barbacid, 2005), mais semble encore 
probablement incomplète. La caractérisation des substrats des différents complexes CDK-
Cycline reste un enjeu majeur pour la compréhension des mécanismes qui contrôlent la 
progression du cycle cellulaire. 
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 CDK4 et CDK6 associées aux cyclines D phosphorylent et inactivent les protéines de 
la famille du rétinoblastome pRB, p107 et p130. Ces protéines sont des répresseurs de la 
transcription de gènes tels que ceux codant pour les histones déacétylases, les complexes 
de remodelage de la chromatine ou les cyclines E. 
 Le complexe CDK2-cycline E permet l’initiation de la réplication notamment en 
phosphorylant les protéines MCM (pour Minichromosome Maintenance) ainsi que plusieurs 
protéines impliquées dans la réparation de l’ADN (BRCA1 : Breast Cancer susceptibility 
gene 1) et de la modification des histones (p220, CBP pour CREB Binding Protein). 
 Les complexes CDK2-cycline A et CDK1-cycline A ont des cibles communes 
vraisemblablement impliquées dans la sortie de phase S telles que pRB et p53. 
 Enfin, le plus grand nombre de cibles répertoriées concerne CDK-cycline B : plus de 
70 protéines ciblées par ce complexe sont référencées, permettant la régulation de la 
transition G2/M et la progression en mitose : les histones (condensation de la chromatine), 
les phosphatases CDC25 (Cell Division Cycle 25) (entrée en mitose), les lamines A, B et C 
(désassemblage de l’enveloppe nucléaire), la séparase (ségrégation du matériel 
génétique), APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) (sortie de mitose)… 
(Malumbres and Barbacid, 2005) 
Par ailleurs, en plus des CDK interphasiques (CDK2, CDK4 et CDK6) et mitotique (CDK1), 
d’autres membres de la famille ont été impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. La 
protéine CDK5 semble essentielle pour l’arrêt du cycle et la différenciation neuronale, le 
complexe CDK7-cycline H active les CDK2 et CDK1, la CDK8 serait impliquée dans les 
mécanismes d’amplification de gènes retrouvés dans les cancers du colon… (Malumbres and 
Barbacid, 2009). 
 
(2) Régulation spatio-temporelle des complexes CDK-
cyclines 
 
L’activation des CDK nécessite l’association avec une cycline. La liaison se fait 
principalement entre le domaine PSTAIRE de CDK1 ou 2, et le domaine CYCLIN BOX de la 
cycline (une centaine d’acides aminés). Le complexe CDK-cycline change alors de 
configuration au niveau d’une séquence T-loop, rendant accessible le site catalytique de la 
CDK. La liaison CDK2-cycline A rend accessible à la phosphorylation trois acides aminés : la 




Figure 3 : Pré-activation de CDK2 par sa liaison à la cycline A 
Les données cristallographiques obtenues pour le complexe CDK2-Cycline A ont permis de 
comprendre l'impact de la liaison de la Cycline sur l'activité de CDK2. L'association entre CDK2 et 
cycline A a lieu principalement au niveau d'un motif conservé des CDK (PSTAIRE), et une séquence 
conservée des cyclines,- (CYCLIN BOX). Cette liaison a pour effet majeur de déplacer la séquence 
appelée T-loop qui obstruait le site catalytique. Mais des phosphorylations sur la thréonine 14 et la 
tyrosine 15, situées à proximité du site de liaison de l'ATP, permettent de maintenir CDK2 dans un 
état inactif (cf Figure 6). (D’après la thèse de Matthieu Lemaire) 
 
L’activation cyclique des cyclines est primordiale pour la progression dans le cycle 
cellulaire. Cette activation cyclique met en jeu différents processus : 
 - une présence cyclique des cyclines mettant en jeu une balance 
transcription/dégradation mais aussi la stabilité de l’ARMm et la localisation très finement 
régulée (Malumbres and Barbacid, 2005) 
 - une modulation de l’activité kinase de la CDK en fonction de la cycline associée 
(Loog and Morgan, 2005) 
 - une interaction directe de certaines cyclines avec les substrats des CDK (Draviam 
et al., 2001). 
 
(3) Activation des complexes CDK-cycline 
 
 L’activation complète en phase G2 du complexe CDK1-cycline B nécessite à la fois une 
phosphorylation activatrice sur la thréonine 161 de la séquence T-loop de CDK1 effectuée 
par l’enzyme CAK (CDK-Activating Kinase) (Lolli and Johnson, 2005), et une 
déphosphorylation activatrice des tyrosine et thréonine 14 et 15 effectuées par une 
phosphatase conservée au cours de l’évolution, CDC25 (Boutros et al., 2006) (Figure 4). 
Trois isoformes ont été identifiées dans les cellules de mammifère : CDC25 A, B et C, 
chacune possédant de nombreux variants d’épissage. Les 3 protéines permettent 
l’activation du complexe CDK1-cycline B1 à la fois au niveau du centrosome (CDC25 B) et 
dans le noyau de la cellule (CDC25 A et C) (Boutros et al., 2006). Cela implique une 
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régulation fine de la localisation des phosphatases mettant en jeu des séquences d’import 
et d’export nucléaire, une interaction avec la protéine 14-3-3 permettant leur 
séquestration cytoplasmique (Takizawa and Morgan, 2000), et une régulation de leur 





Figure 4 : Activation complète du complexe CDK1-cycline B  
L'activation complète du complexe CDK1-cycline B nécessite la déphosphorylation des résidus 
thréonine 14 et tyrosine 15 par les phosphatases de la famille CDC25, ainsi que la phosphorylation 
par CAK de la Thréonine 161 située dans la séquence T-loop. Les phosphorylations de la thréonine 
14 par MYT1 et de la tyrosine 15 par WEE1 inactivent le complexe, empêchant ainsi la fixation de 
l'ATP et/ou la reconnaissance des substrats. (D’après la thèse de Matthieu Lemaire) 
 
(4) Inhibition des complexes CDK-cyclines  
 
L’inactivation du complexe CDK1-cycline B est obtenue par phosphorylation de la tyrosine 
15 de CDK1 par la kinase WEE1 localisée dans le noyau en interphase (Russell and Nurse, 
1987). La phosphorylation de la thréonine 14 par MYT1, localisée aux membranes du 
réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi, semble uniquement venir renforcer 
l’inactivation de CDK1 (Liu et al., 1997). La phosphorylation de ces 2 résidus empêcherait 
la fixation de l’ATP ou la reconnaissance de substrats par le complexe CDK-cycline (Berry 
and Gould, 1996) (Figure 4). 
Par ailleurs, l’activité des CDK est régulée par deux familles d’inhibiteurs appelées CKI 
(pour Cyclin-dependent Kinase Inhibitors) : les familles Cip/Kip et INK4 (Inhibitors of 
CDK4) (Harper and Elledge, 1996) (Figure 5). 
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Les protéines de la famille Cip/Kip, p21CIP1, p27KIP1 et p57KIP2, inhibent toutes les complexes 
CDK-cycline en modifiant la structure des CDK, empêchant ainsi la fixation de l’ATP (Russo 
et al., 1998).  
Les protéines de la famille INK4, p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, p19INK4d, inhibent les complexes 
CDK4/6-cycline D, en s’associant vraisemblablement aux CDK4 et 6, empêchant leur 








Figure 5 : Les protéines CKI (Cyclin Dependent Kinase Inhibitors) 
Les études cristallographiques ont confirmé que les mécanismes d'inhibition des deux familles sont 
différents: p27Cip1 inhibe le complexe CDK2-Cycline A en empêchant la fixation de l'ATP et en 
obstruant le site catalytique, tandis que p16INK4a empêche l'association CDK6-Cycline D en 
provoquant une rotation du domaine PSTAIRE. (D’après la thèse de Matthieu Lemaire) 
 
 
De manière paradoxale, les protéines p21CIP1 et p27KIP1 pourraient également participer à 
l'assemblage et à l’activation des complexes CDK4/6-cycline D. Comme bon nombre 
d’acteurs du cycle cellulaire, ces protéines inhibitrices des CDK possèdent d’autres rôles 
tels que la régulation de l’apoptose, l’activation de la transcription (Coqueret, 2003), la 




b) Les phosphatases CDC25 
 Les phosphatases CDC25 sont des Dual-Specificity-Phosphatases (DSPases), c’est-à-dire 
qu’elles sont capables de déphosphoryler à la fois une tyrosine et une thréonine/sérine 
situées sur la même molécule (Millar and Russell, 1992). Elles permettent l’activation des 
CDK et ainsi la progression dans le cycle cellulaire. Dans les cellules humaines, 3 gènes 
codent pour les phosphatases CDC25 : cdc25a, cdc25b et cdc25c. À ce jour, de nombreux 
variants d’épissage ont été décrits : deux pour CDC25 A et cinq pour CDC25 B et C, mais on 
connaît mal les spécificités de substrats et de fonctions propres à chaque isoforme (Figure 
6). Des données récentes obtenues dans l’équipe du Pr. B. Ducommun mettent en évidence 
qu’il existe d’autres formes de CDC25B, résultant non seulement d’épissage alternatif mais 
également de transcription alternative par un promoteur interne à la séquence du gène 
cdc25b. Ces autres formes de CDC25B possèdent des propriétés différentes en terme de 
stabilité et de reprise en mitose après dommages à l’ADN (Julien en préparation). 
 
 
Figure 6 : Les variants d’épissage des différentes isoformes des CDC25 Humaines 
Le domaine régulateur situé en N-Terminal de CDC25 A, B et C est sujet à l’épissage alternatif 
(boîtes colorées) aboutissant à la génération de différentes isoformes. Pour CDC25 A, un seul exon 
est épissé dans cdc25a2 en comparaison avec cdc25a1. Pour CDC25 B, au moins quatre domaines 
différents codant pour des exons sont présents de façon différentielle dans chaque isoforme. Trois 
exons sont ciblés par l’épissage générant les divers variants codant pour CDC25 C. Les points 
d’interrogation indiquent la présence de deux domaines qui n’ont pas encore été confirmés dans 
CDC25B5. Dans CDC25C4 et CDC25C5, l’épissage alternatif conduit à un décalage du cadre de 
lecture aboutissant à la génération de nouveaux acides aminés (boîtes foncées). Dans CDC25C3, la 
délétion génère aussi un décalage du cadre de lecture menant à la formation d’une protéine 
tronquée entre autre pour le domaine catalytique donnant naissance à une protéine sans activité 
phosphatase. La forte conservation du domaine catalytique de CDC25 A, B et C est symbolisée par la 
couleur grise. La Cystéine catalytique est aussi mentionnée. (D’après (Boutros et al., 2007a)) 
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Dans les cellules de mammifères, les trois isoformes de CDC25 sont impliquées dans le 
contrôle des transitions du cycle cellulaire G1/S et G2/M : 
CDC25 A apparaît dans la cellule en fin de phase G1, s’accumule jusqu’en mitose où elle va 
être dégradée (Molinari et al., 2000) ; (Bernardi et al., 2000). La micro-injection 
d’anticorps dirigés contre CDC25 A bloque les cellules en phase S (Hoffmann et al., 1993), 
tandis que sa sur-expression accélère l’entrée en phase S et conduit à une activation 
précoce des complexes CDK2-cycline E/CDK2-cycline A (Blomberg and Hoffmann, 1999). 
Cependant, le rôle de CDC25 A ne se limite pas à la transition G1/S puisque l’inhibition de 
son expression par interférence à l’ARN entraîne également une diminution du 
pourcentage de cellules entrant en mitose, de même que sa sur-expression une entrée 
prématurée en mitose par inactivation du complexe CDK1-cycline B1 (Mailand et al., 
2002). 
CDC25 B et C ont été initialement décrites comme des phosphatases régulatrices de 
l’entrée en mitose avec vraisemblablement des rôles différents. Alors que le niveau de 
protéine CDC25 C reste relativement constant tout au long d’un cycle cellulaire normal 
(Girard et al., 1992), CDC25 B s’accumule en phase S pour atteindre son niveau maximum 
en mitose (Gabrielli et al., 1996). Si l’invalidation de CDC25 B ou CDC25 C conduit à un 
blocage ou un retard de l’entrée en mitose, seule la sur-expression de CDC25 B conduit à 
une entrée illégitime en phase M que la réplication soit achevée ou non (Lammer et al., 
1998). CDC25 B a été proposé comme l’activateur initial du pool de CDK1-cycline B localisé 
aux centrosomes durant la transition G2/M (Lindqvist et al., 2005). L’activation résultante 
de ce complexe induit ensuite la stabilisation et l’activation des CDC25 A et C, ce qui a 
pour conséquence la pleine activation du MPF (Maturation Promoting Factor) dans le noyau 
et donc l’entrée en mitose (Lindqvist et al., 2005). CDC25C déphosphoryle uniquement le 
complexe CDK1-cycline B1 (Gabrielli et al., 1997), alors que CDC25 B pourrait 
déphosphoryler les complexes CDK1-cycline B1 (Gabrielli et al., 1997) et CDK1-cycline A 
(Sebastian et al., 1993) et CDK2-cycline A (Goldstone et al., 2001). La spécificité de 
substrat de CDC25 B dépend de la phase du cycle cellulaire avec une affinité pour CDK2-
cycline A en phase S/G2 et pour CDK1-cycline B1 en phase G2/M (Lammer et al., 1998). 
Les travaux récents de notre équipe suggèrent également que CDC25 B jouerait un rôle en 
phase S dans le contrôle de la réplication (Bugler et al.) ainsi que dans le cycle de 
duplication du centrosome ((Boutros et al., 2007b) ; Boutros en préparation). 
Seule l'invalidation chez la souris du gène cdc25a est létale à un stade précoce de 
l’embryogenèse (5-7ème jours) (Ferguson et al., 2005). Les souris invalidées pour les gènes 
cdc25 b et/ou cdc25c ne présentent pas de phénotype particulier en dehors d’une stérilité 
chez les femelles liée à l’incapacité des ovocytes cdc25b-/- à activer le MPF et à maturer 
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((Lincoln et al., 2002); (Chen et al., 2001)). Ces résultats surprenants sont en 
contradiction avec ceux obtenus par l’équipe de Medema qui ont mis en évidence que seul 
CDC25 B permet la reprise  du cycle cellulaire au point de contrôle G2/M (van Vugt et al., 
2004), ainsi qu'avec les nombreux travaux décrivant les propriétés de ces trois 
phosphatases. La capacité de CDC25 A à assurer une redondance fonctionnelle lors d'une 
invalidation constitutive des deux autres phosphatases est une explication probable à cette 
observation. Notre équipe vient d'obtenir des souris dans lesquelles l'expression de CDC25 
B peut être invalidée de façon conditionnelle par la recombinase CRE. Ces animaux vont 
être rapidement utilisés afin d’étudier de manière précise et de mieux comprendre le rôle 
de CDC25 B dans de nombreux tissus et à différents stades du développement.                
 
2. Points de contrôle du cycle cellulaire 
 
Tous les organismes possèdent un certain nombre de mécanismes de contrôle assurant le  
maintien de l’intégrité du génome. La division cellulaire et le maintien de l’intégrité du 
génome nécessitent une distribution spatio-temporelle et une organisation précise des 
différents acteurs du cycle. Chaque cellule d’un organisme est perpétuellement soumise à 
des agressions intrinsèques (stress oxydant, erreur lors de la réplication…) et extrinsèques 
(radiations, génotoxiques…) qui sont responsables de nombreuses altérations sur l’ADN. Ces 
lésions sur l’ADN peuvent créer des adduits sur la molécule d’ADN empêchant ainsi 
l’appariement des bases, la réplication ou la transcription, conduisant à la perte de bases 
ou à des dommages simples ou double brins. Les points de contrôle du cycle cellulaire, qui 
sont des voies de signalisation biochimiques, vont identifier les dommages sur l’ADN et 
induire une réponse cellulaire en retardant la progression du cycle et activant les voies de 
réparation des dommages. Lorsque les dommages sont trop importants, les acteurs des 
points de contrôle pourront participer à l'induction de la mort cellulaire.  
     
a) Les différents points de contrôle du cycle cellulaire 
 
Au cours du cycle cellulaire des cellules eucaryotes, différents points de contrôle ont été 
identifiés (Figure 7):  
Le point de contrôle de la quiescence, avant l’entrée en phase G1 ; le point de contrôle 
G1/S empêchant la réplication d’erreur en phase S ; le point de contrôle intra-S activé 
lorsque la réplication est incomplète et lorsque l’ADN est endommagé ; le point de 
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contrôle G2, empêchant la dissémination des erreurs ; le point de contrôle mitotique 
bloquant la séparation des chromatides sœurs ; le point de contrôle de la cytokinèse et le 
point de contrôle des dommages à l’ADN permettant des arrêts du cycle en phase G1, G2, 
S et en métaphase de la mitose. 
 
 
Figure 7 : Les points de contrôle du cycle cellulaire 
Les cellules dont l'ADN est endommagé en G1 déclenchent le point de contrôle G1/S, qui empêche 
l'initiation de la réplication et ainsi la copie des erreurs. Le point de contrôle intra-S ralentit la 
progression de la réplication en présence de dommages à l'ADN. Enfin le point de contrôle G2/M est 
activé par les dommages de l'ADN survenant en phase G2, et empêche l'entrée en mitose et la 
dissémination des erreurs. (D’après la thèse de Matthieu Lemaire). 
 
Lorsque les points de contrôle vont être activés, deux réponses vont être mises en place : 
une réponse rapide faisant intervenir des modifications post-traductionnelles des 
différents acteurs et une réponse différée plus stable mettant en jeu l’activation de 
nouveaux gènes. 
 - la réponse rapide résulte de nombreux événements de 
phosphorylation/déphosphorylation mettant en jeu tous les acteurs du point de contrôle 
concerné. Ces événements jouent sur la stabilité, la dégradation, l’activation ou 
l’inhibition des différentes kinases/phosphatases. Nous développerons plus largement tous 
ces événements dans les parties suivantes consacrées à la signalisation des dommages.  
 - la réponse différée résulte principalement de l’action du facteur de transcription 
et gène suppresseur de tumeur p53. La protéine p53 joue un rôle majeur dans l’arrêt du 
cycle en phase G1, mais son rôle en G2 est de mieux en mieux documenté (Taylor and 
Stark, 2001). p53 agit tout d’abord sur la transcription de régulateurs des CDK tels que la 
protéine 14-3-3, qui va maintenir le complexe CDK1-cycline B dans le cytoplasme, et la 
protéine p21CIP1, qui va inhiber la phosphorylation activatrice de la CAK tout en inhibant 
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également les complexes CDK-cyclines. Enfin, p53 permet un arrêt durable du cycle en 
réprimant indirectement la transcription de CDK1-cycline B1 (Taylor and Stark, 2001). 




Durant ma thèse, nous avons principalement porté notre attention sur les points de 
contrôle activés par la voie de signalisation des dommages à l’ADN. Ainsi, dans la suite de 
cette introduction, je focaliserai ma présentation sur la description des acteurs de cette 
voie. Nous venons de voir que le point de contrôle des dommages à l’ADN peut induire des 
arrêts du cycle en phase G1, S et G2. Pour conduire à cela, la signalisation des dommages 
va être différente en fonction du type de lésions à l’ADN. Ainsi, selon qu’il s’agisse de 
cassures simple ou double brin, de dommages induits par des rayonnements ultra-violets ou 
des radiations ionisantes, la signalisation sera différente.  
 
Pour décrire ces voies de signalisation induites lors de dommages, j’ai choisi l’exemple 
d’une réponse à des cassures double brin (DSB pour Double Strand Breaks) puisque ce type 
de dommage, très toxique, est plus difficile à réparer (Figure 8). La signalisation des DSB 
met en jeu les trois kinases de la famille PIKK (phosphoinositide 3-kinase related kinases) : 
ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated), ATR (ATM and Rad3 related) et DNA-PK (DNA-
dependent Protein Kinase catalytic subunit) (Bartek and Lukas, 2007).  
 
Les acteurs de ce point de contrôle sont sub-divisés en 4 groupes : (i) les protéines 
senseurs, qui vont détecter les dommages : le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1), RAD17 
et HUS1, (ii) les médiateurs, qui vont faciliter le recrutement des acteurs du point de 
contrôle et des systèmes de réparation : les protéines à domaine BRCT (BRCA1 C-terminus 
repeat), MDC1, 53BP1 (p53 Binding Protein 1), BRCA1, claspine, TopBP1 (Topoisomerase 
binding protein 1) (iii) les transducteurs qui amplifient le signal reçu des senseurs : ATM, 
ATR, ATRIP (ATR interacting protein), CHK1 (Checkpoint Kinase 1) et CHK2 et (iv) les 
effecteurs qui permettent l’arrêt effectif du cycle cellulaire et la réparation des 








(1)  La cinétique de réponse aux dommages à l’ADN 
 
De manière simplifiée, lorsque des DSB sont présentes sur l’ADN, la fixation du complexe 
MRN va permettre le recrutement de la kinase ATM par une interaction directe (You et al., 
2005). Ce recrutement de complexes MRN-ATM au site des dommages va induire une 
modification de la chromatine, ATM va ensuite venir phosphoryler la queue C-terminale de 
l’histone H2AX servant de site d’ancrage pour les médiateurs (MDC1, 53BP1, BRCA1) (Stucki 
et al., 2005) mais également d’amplification de signal via l’ancrage d’autres complexes 
MRN/ATM, permettant une phosphorylation extensive des cibles d’ATM dont CHK2 et Kap1, 
impliquée dans la compaction chromatinienne ((Shiloh, 2003) ; (Ziv et al., 2006)). Dans un 
second temps, les complexes MRN/ATM, initiant la réparation des DSB et ainsi la formation 
d’ADN simple brin recouvert de protéines RPA, vont permettre le recrutement de 
Figure 8 : Schéma simplifié des voies de 
signalisation des points de contrôle du 
cycle cellulaire induites en réponse aux 
cassures double brin de l’ADN.  
Une fois les dommages à l’ADN identifiés par 
les senseurs, les protéines transductrices du 
signal ATM et ATR vont subir des 
changements conformationnels et/ou de 
localisation permettant leur activation. ATM 
et ATR ainsi que leurs médiateurs activent 
les kinases transductrices CHK1 et CHK2. 
Celles-ci vont induire des arrêts du cycle 
cellulaire en phase S et aux transitions G1/S 
et G2/M en ciblant la protéine p53, les 
phosphatases CDC25 et la protéine cohésine 
SMC1 (d’après (Kastan and Bartek, 2004)). 
 
 30 
complexes ATR/ATRIP via les médiateurs TopBP1 et claspine (Kumagai et al., 2006). ATR 
va alors phosphoryler l’ensemble de ces cibles dont CHK1 (Liu et al., 2006) (Figure 9).  
L’activation des kinases CHK1 et CHK2 va permettre l’activation ou l’inhibition des 
effecteurs (p53 et les CDC25) afin de ralentir ou d’arrêter le cycle cellulaire, de réparer 
les lésions ou dans certains cas d’initier le processus apoptotique. L’inactivation des 
phosphatases CDC25 par modification de leur localisation, modulation de leur activité 
enzymatique, dégradation, va permettre de maintenir les complexes CDK-cyclines dans un 




Figure 9 : Activation des kinases ATM et d’ATR en 
réponse aux cassures doubles brin de l’ADN. 
Les DSB reconnues par le complexe MRN vont recruter 
la kinase ATM. L’initiation du processus de réparation 
induit par ATM permet la formation d’un simple brin 
d’ADN recouvert de la protéine RPA permettant le 
recrutement du complexe ATR-ATRIP via TopBP1. ATR 
activée va phosphoryler ses cibles dont la kinase 
CHK1. (D’après (Bartek and Lukas, 2007)) 
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(2) Les acteurs du point de contrôle des dommages à 
l’ADN 
 
Je focaliserai également la suite de cette présentation sur les acteurs principaux du point 
de contrôle des dommages en réponse aux cassures double brin. 
 
 - La kinases ATM  
ATM est une protéine de 350kDa, elle fait partie de la famille des PIKK mais ne présente 
pas d’activité lipide kinase. La mutation d’ATM est responsable de l’Ataxia Telangiectasia, 
une maladie autosomale récessive rare caractérisée par une dégénérescence cérébelleuse, 
une immunodéficience, une instabilité génétique et une prédisposition au cancer (Shiloh, 
1997). La perte d’ATM est non létale, suggérant qu’ATM ne soit pas essentielle au cycle 
cellulaire normal et à la différenciation (Shiloh and Kastan, 2001). En l’absence de 
dommage, ATM est maintenue inactive sous forme d’homodimères dans la cellule, les DSB 
induisant un changement conformationnel de la protéine vont permettre son 
autophosphorylation sur la sérine 1981 et ainsi sa monomérisation. ATM phosphoryle de 
nombreux substrats parmi lesquels CHK2, BRCA1, p53, MDM2, H2AX, Rad17, CHK1. 
 
 - La kinase ATR 
ATR a été découverte grâce aux bases de données du génome humain par homologie de 
séquence avec ATM et Rad3. C’est une protéine de 303 kDa essentielle à la viabilité 
cellulaire puisque lors de son invalidation les souris meurent à l’état embryonnaire, cela 
suggère un rôle essentiel d’ATR en l’absence de dommages. Contrairement à ATM, ATR 
semble constitutivement activée, d’où l’importance de sa localisation cellulaire. ATR en 
complexe avec ATRIP est recrutée en présence d‘ADN simple brin par la protéine RPA. Le 
rôle d’ATR ne se limite donc pas à la présence de DSB. ATR phosphoryle CHK1, p53, BRCA1, 
H2AX, MDM2 et CHK2. Le modèle initial de phosphorylation exclusive de CHK2 par ATM et 
de CHK1 par ATR semble assez remis en question dans différentes situations par exemple 
lors de la réponse aux radiations ionisantes où CHK1 va être phosphorylée par ATM, on 
parle de « crosstalk » entre ces protéines (Gatei et al., 2003). 
 
 - La protéine onco-suppressive p53 
Cette protéine joue un rôle central dans le devenir cellulaire notamment lorsque les 
cellules présentent des dommages sur leur ADN. En condition normale, le niveau de p53 
reste faible grâce à la protéine MDM2 qui contrôle la dégradation protéasome-dépendante 
de p53 mais aussi son export nucléaire (Liang and Clarke, 2001). Après détection de 
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dommages ADN, p53 est phosphorylée sur son domaine de trans-activation incluant les 
sérines 15 et 20. La phosphorylation sur la sérine 15 par ATM et ATR permet la stabilisation 
de p53 en inhibant son interaction avec MDM2 (Chehab et al., 1999). p53 est l’acteur clé 
de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1. Sa cible transcriptionnelle essentielle est 
p21WAF1 qui inhibe le complexe CDK2-cycline E et ainsi la transition G1/S (Harper et al., 
1993). p53 possède une centaine de gènes cibles lui permettant de réguler à la fois l’arrêt 
du cycle cellulaire, la réparation des dommages, l’apoptose et la sénescence des cellules 
(Riley et al., 2008). 
 
 - La protéine CHK2   
CHK2 est une protéine exprimée de manière stable au cours du cycle cellulaire (Lukas et 
al., 2001) mais inactive et sous forme monomérique, en absence de dommages. Cette 
kinase est activée principalement par ATM en réponse à des DSB. La phosphorylation de la 
thréonine 68 par ATM induit une dimérisation de la protéine, son autophosphorylation et 
par conséquent son activation. Il semble que les kinases CHK1 et CHK2 aient partiellement 
des rôles redondants, puisqu’un certain nombre de leurs cibles sont identiques : la kinase 
TLK, la protéine PML, la kinase PLK3 et le facteur de transcription E2F1, permettant la 
régulation de mécanismes cellulaires essentiels comme la réplication de l’ADN, la 
progression dans le cycle, la restructuration de la chromatine ou l’apoptose (Bartek and 
Lukas, 2003). Cependant, l’absence de mortalité lors de l'invalidation de chk2 chez la 
souris , contrairement à ce qui est observé avec chk1, suggère des rôles indépendants et 
propres de ces kinases (Takai et al., 2002). CHK2 permet une diminution rapide de CDC25 
A indépendante de p53, par phosphorylation directe de la sérine 123 (Falck et al., 2001). 
On retrouve de manière significative dans les tumeurs solides installées des anomalies au 
niveau du gène chk2 avec soit des pertes d’hétérozygotie ou des mutations ponctuelles 
(Bartkova et al., 2005).  
 
 - La protéine CHK1  
La protéine de 56 kDa CHK1 est constituée de deux domaines d’environ 200 acides aminés : 
le domaine kinase N-terminal et le domaine régulateur C-terminal. Le domaine kinase 
présentant une activité constitutive va être inhibé par le domaine C-terminal, 
probablement en cis par un mécanisme encore inconnu aujourd’hui. L’activation de la voie 
des dommages permettant la phosphorylation du domaine C-terminal de CHK1 par 
ATM/ATR permet la levée d’inhibition du domaine kinase (Kosoy and O'Connell, 2008). Des 
travaux réalisés sur la levure ont mis en évidence des sites d’import et d’export nucléaire, 
mais ils ne sont pas retrouvés dans la protéine humaine (Dunaway et al., 2005). 
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Contrairement à CHK2, l’expression de la kinase CHK1 est restreinte aux phases S et G2 du 
cycle cellulaire (Lukas et al., 2001), elle est également active au cours d’un cycle 
cellulaire non perturbé par des dommages (Jiang et al., 2003). La létalité précoce, au 
stade embryonnaire, de l'invalidation de chk1 chez la souris met en évidence son rôle 
essentiel au-delà du point de contrôle des dommages ADN, dans la surveillance du génome 
durant la réplication de l’ADN (Takai et al., 2000). Des travaux récents portant sur les 
formes mutées des différents sites de phosphorylation de CHK1 ont permis de grandes 
avancées dans la compréhension de l’activation de la protéine. En l’absence de stress, une 
phosphorylation faible de S345-CHK1 semble nécessaire pour empêcher l’entrée 
prématurée des cellules en mitose. En revanche, en réponse aux dommages, l’activation 
des protéines de la famille PIKK va permettre une activation directe de CHK1 5 à 10 fois 
supérieure par phosphorylation de S345-CHK1 mais également de S317-CHK1 ((Liu et al., 
2000) ; (Zhao and Piwnica-Worms, 2001)) alors liée à la chromatine du noyau (Figure 10). 
Cette forme phosphorylée semble indispensable au relargage chromatinien de 
phosphoS345-CHK1 permettant alors son accumulation centrosomique ((Smits et al., 
2006) ; (Niida et al., 2007)). D’autre part la forme phosphoS345-CHK1 semble également 
servir de site d’ancrage à la protéine 14-3-3, renforçant probablement l’export nucléaire 
de CHK1 et donc l’inactivation du complexe CDK1-cycline B (Jiang et al., 2003), 





Figure 10 : Modèle de régulation de la translocation de la kinase CHK1 vers le centrosome lors 
de dommages à l’ADN. 
La nécessité d’une phosphorylation de CHK1 sur la sérine 345 pour son association centrosomale 
n’est pas connue. (D’après (Niida et al., 2007)). 
 
 
L’activation de CHK1 est maintenue tout au long de l’arrêt au point de contrôle. Des 
travaux portant sur des mutants thermo-sensibles de CHK1 chez la levure ont permis de 
mettre en évidence que l’inactivation de CHK1 durant le point de contrôle est suffisante 
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pour permettre une entrée illégitime en mitose en présence de dommages ADN encore 
appelée catastrophe mitotique (Latif et al., 2004).  
Lors de la reprise en mitose, son activité va diminuer mais reste supérieure à son activité 
initiale, antérieure au stress. Dans les cellules humaines, deux phosphatases sont capables 
de déphosphoryler CHK1 : la phosphatase Wip1 régulée par p53 et la protéine phosphatase 
2A (PP2A). D’une part, Wip1 en déphosphorylant CHK1 sur la sérine 345 permet de 
diminuer son activité à la fin du point de contrôle pour permettre un retour à son état 
initiale après réparation des dommages (Lu et al., 2005b). D’autre part, l’équipe de 
Piwnica-Worms a mis en évidence une régulation de l’activation de CHK1, elle-même 
dépendante de son activité, mettant en jeu la kinase activatrice ATR et la phosphatase 
PP2A (Leung-Pineda et al., 2006).   
Par ailleurs, l’activation de la protéine CHK1 est régulée par de nombreuses autres 
protéines telles que CDK1 elle-même (Shiromizu et al., 2006), ou PKB/AKT. De manière 
intéressante, les équipes de Shtivelman et Parsons ont montré que les cellules invalidées 
pour le gène suppresseur de tumeur pten vont phosphoryler CHK1 sur la sérine 280 
conduisant à son ubiquitinylation sur la lysine 274 et ainsi à son inactivation par 
translocation cytoplasmique ((King et al., 2004) ; (Puc and Parsons, 2005); (Puc et al., 
2005)). L’inhibition de CHK1 provoque ainsi une augmentation des CDC25 contribuant à la 
mise en place de l’instabilité génétique observée dans les cellules cancéreuses 
fréquemment mutées pour le gène pten (Shen et al., 2007). 
In fine, l’activation de CHK1 va permettre l’inhibition indirecte des complexes CDK1-
cycline B en modulant l’activité des effecteurs de la voie des dommages. Différents 
mécanismes ont pu être mis en évidence tel qu’une dégradation-protéasome dépendante 
de CDC25 A consécutive à la phosphorylation de 3 sérines (76, 82 et 88), une séquestration 
cytoplasmique de CDC25 C faisant intervenir la protéine 14-3-3 sur la sérine phosphorylée 
216 (Sanchez et al., 1997),  ou une activation de la protéine kinase WEE1 (O'Connell et al., 
1997). 
Pour finir, il est intéressant de noter que contrairement à la kinase CHK2, CHK1 et ATR 
sont très faiblement retrouvés mutées dans les cellules cancéreuses, suggérant 
probablement que cette voie ATR-CHK1 est essentielle à la viabilité et à la prolifération 
des cellules cancéreuses.  
La meilleure connaissance des mécanismes d’action de ces acteurs clés de la voie des 
dommages est essentielle pour permettre de comprendre les dérégulations observées dans 
les cellules cancéreuses ainsi que pour permettre d’investir de nouveaux champs d’action 
dans la thérapie des cancers.   
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B. Tumorigenèse et barrière anti-tumorale 
 
1. Dans les tumeurs solides 
 
Les études publiées par Gorgoulis et Bartkova en 2005 sont les premières à avoir mis en 
évidence le rôle de la machinerie du point de contrôle des dommages ADN (ou DDR pour 
DNA Damage Response) dans la progression tumorale ((Gorgoulis et al., 2005) ; (Bartkova 
et al., 2005)). L’hypothèse initiale était que la croissance tumorale conduisait à 
l’apparition d’un stress cellulaire mettant en jeu principalement l’attrition télomérique et 
l’hypoxie menant à une activation de la voie des dommages à l’ADN. Dans ce modèle, 
l’activation de la voie était une conséquence de l’initiation du processus tumoral. Les 
études de 2005, menées sur un très large échantillonnage à la fois de tissu sain, pré-
tumoral et tumoral issus de diverses tumeurs solides (rein, sein, poumon, colon, peau), ont 
permis de mettre en évidence une activation précoce des acteurs de la DDR : 
phosphorylation de Thr68-CHK2, de Ser345 et 317-CHK1, et de H2AX, foci nucléaire de la 
protéine 53BP1, niveau élevé de p53. L’activation maximale de cette voie est observée 
dans les stades qui précédent ou très précoces du processus tumoral et retombe pour les 
stades plus avancés, toutefois elle peut persister à des niveaux variables selon les tumeurs 
examinées dans les phases plus avancées de la tumorigenèse. Les auteurs ont également 
montré que l’activation de la voie des dommages précède les mutations et/ou pertes 
d’expression de composants essentiels qui sont largement retrouvés dans les cancers 




Figure 11: Modèle d’activation du point de contrôle des dommages à l’ADN dans les cancers. 
Une prolifération cellulaire anormalement stimulée aboutit à un stress réplicatif, à des cassures 
double brin de l’ADN (DSB), à une instabilité génétique, à l’activation du point de contrôle des 
dommages et à l’apoptose dépendante du gène suppresseur de tumeur p53. L’apoptose dépendante 
de p53 réprimant ainsi l’expansion des cellules cancéreuses, son inactivation constitue une pression 
de sélection. L’attrition télomérique et l’hypoxie peuvent aussi participer à la formation des DSB, à 
l’activation du point de contrôle et à l’instabilité génétique. (d’après (Gorgoulis et al., 2005)). 
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Dans ce modèle de progression tumorale, un stress réplicatif en amont serait responsable 
de l’activation de la voie des dommages dans des cellules non-mutées impliquant des 
dérégulations des acteurs du cycle comme des sur-expression de la cycline  E, de CDC25 A,  
ou du facteur de transcription E2F1, ou bien une sous-expression de la protéine RB. Cette 
barrière qui implique la présence de points de contrôle encore valides devra être franchie 
pour qu’une cellule devienne tumorale. Selon Bartek à la fois l’attrition télomérique et la 
présence de radicaux libres oxygénés générés par le métabolisme cellulaire participeraient 
également à l’activation de cette voie (Bartek and Lukas, 2007). Une étude réalisée par 
l’équipe de Tanaka a d’ailleurs mis en évidence une diminution des dommages spontanés 
mesurés par la phosphorylation de l’histone H2AX en cytométrie de flux lors d’utilisation 
d’agents anti-oxydant ou d’analogues non-métabolisables du glucose (Tanaka et al., 2006). 
Cependant, cette étude qui met en évidence la répartition des dommages au cours du 
cycle cellulaire n’a été réalisée que sur des lignées cellulaires.  
Ce modèle de progression tumoral permet d’expliquer de nombreuses caractéristiques des 
cellules cancéreuses telles que la présence d’une grande instabilité génétique ou la haute 
fréquence de mutations d’acteurs du point de contrôle des dommages ; cependant de 
nombreuses questions restent non résolues: par quels mécanismes les oncogènes décrits 
induisent-ils un stress réplicatif ? Quelle est la contribution des stress réplicatif et 
oxydatif, et de l’attrition télomérique dans la génération de l’instabilité génétique ? Ce 
modèle s’applique-t-il à l’ensemble des tumeurs ? Et enfin ce modèle ouvre-t-il de 
nouvelles perspectives pour la prise en charge des cancers ? 
 
2. Dans les hémopathies 
 
La question de l’activation de la voie des dommages à l’ADN et la notion de barrière anti-
tumorale au cours du processus de leucémogenèse est beaucoup plus délicate à aborder 
dans les hémopathies. En effet, contrairement aux tumeurs solides où la masse tumorale 
localisée permet de travailler sur les tissus tumoraux et sur les tissus sains environnants, 
de même que sur des stades plus ou moins avancés de la maladie, dans les  leucémies on 
ne détermine pas de stade évolutif de la maladie mais seulement un pourcentage 





a) Modèles de leucémogenèse 
 
(1) Chez la souris 
 
Un modèle murin de leucémogenèse a été mis au point par plusieurs équipes à partir de 
différents constats argumentés dans la littérature. Tout d’abord, 30% des cas de syndromes 
myélodysplasiques (SMD) progressent en Leucémie Aiguë Myéloïde (LAM), bien que les 
mécanismes responsables de cette progression tumorale soient mal connus. Les SMD 
représentent ainsi un modèle in vivo de leucémogenèse. Brièvement, les SMD sont un 
groupe hétérogène de maladies clonales de la cellule souche hématopoïétique caractérisés 
par une prolifération et une différenciation anormales des progéniteurs hématopoïétiques 
conduisant à une dysplasie des trois lignées myéloïdes avec pour conséquence une 
hématopoïèse inefficace et des cytopénies. Ces pathologies présentent une grande 
instabilité génétique caractérisée par des anomalies caryotypiques dans 50% des cas, la 
mutation activatrice de l’oncogène ras est présente dans 20% des cas. D’autre part, la 
diminution observée du taux d’apoptose lors de la progression de la maladie corrèle avec 
une augmentation intra-cellulaire des protéines de la famille BCL2 (Parker and Mufti, 
2001). L’observation de l'altération importante de ces gènes a permis de suggérer qu’ils 
puissent jouer un rôle dans la leucémogenèse, des modèles murins ont alors été générés. 
Les souris exprimant NRAS activé présentent un phénotype léger avec une faible 
augmentation du nombre de neutrophiles immatures (Kogan et al., 1998), et les souris sur-
exprimant BCL2 semblent avoir une augmentation du nombre de blastes dans la moelle 
mais un nombre normal de cellules sanguines périphériques (Lagasse and Weissman, 1994). 
En revanche, les souris NRAS activé et BCL2 sur-exprimé développent une maladie 
analogue à une LAM sous 2 à 6 mois (Rassool et al., 2007). Ce modèle murin a permis de 
mettre en évidence que l’activation des oncogènes ras et bcl2 est responsable de la 
production de radicaux libres oxygénés, de DSB sur l’ADN et d’une activation de la voie des 
dommages. Cependant, ce modèle utilisant les souris transgéniques ne rend pas compte de 
l’évolution naturelle de la maladie et de sa progression vers les leucémies aiguës. 
 
(2) Du syndrome myélodysplasique à la leucémie 
 
Compte tenu de l’évolution naturelle des SMD vers les LAM, quelques études ont porté sur 
l’activation de la voie des dommages lors de la leucémogenèse, faisant le pendant avec ce 
qui est connu dans les tumeurs solides. L’étude menée par Horibe en 2007 a mis en 
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évidence qu’il existe une progression en terme d’activation de la voie des dommages dans 
les différentes classifications des SMD. De manière simplifiée, les SMD de faible risque, 
c’est-à-dire à plus faible risque de progression vers les LAM, présentent des niveaux plus 
élevés de phosphorylation des acteurs de la voie des dommages (phospho-ATM, phospho-
CHK2, phospho-H2AX) que les SMD de haut risque ou les LAM secondaires (Horibe et al., 
2007). Une étude de Boehrer datant de 2009 a également appuyé ces résultats avec une 
diminution de l’activation des kinases CHK1 et CHK2 lors de la progression des SMD vers les 
LAM. Cependant, cela ne s’accompagne pas d’une modification de l’activation de la kinase 
ATM ni du signal H2AX, qui ne diminuent pas, voire même augmentent lors de la 
progression tumorale (Boehrer et al., 2009). Ces quelques résultats semblent suggérer que 
la notion de barrière anti-tumorale largement décrite dans les tumeurs solides pourrait 
également être valable au cours de la leucémogenèse. Cependant, des études 
complémentaires semblent nécessaires pour que cette notion soit tout à fait admise : 
d’une part, les études de leucémogenèse menées sur les SMD mettent en parallèle les SMD 
et les LAM, or seul 30 à 40% de ces SMD évolueront en LAM ; de plus, ces LAM secondaires 
constituent un type particulier de LAM dites de haut risque avec de nombreuses anomalies 
du caryotype et souvent une résistance initiale au traitement, ce qui sous-entend que dans 
ces conditions, on ne s’adresse qu’à un sous-type particulier de LAM.  
Afin de répondre à ces questions, notre équipe à récemment mis en place une 
collaboration avec des cliniciens du CHU Toulouse-Purpan pour étudier les échantillons de 
SMD et réaliser une détection systématique à grande échelle de l’activation des acteurs de 
la voie des dommages à l’ADN afin d’étudier plus largement ces profils au cours de 
l'évolution de la maladie. 
 
 
C. Thérapeutiques ciblant les acteurs de la voie des dommages 
 
 
La grande majorité de nos connaissances dans le domaine de la prise en charge des 
dommages à l’ADN vient de la détection de mutations présentes dans les maladies 
héréditaires humaines prédisposant aux cancers. La liste est longue mais on peut prendre 
pour exemple la transmission génétique de la mutation des gènes brca1 ou brac2, tous 
deux impliqués dans la voie de réparation par recombinaison homologue, qui prédispose 
aux cancers du sein et des ovaires (Bertwistle and Ashworth, 2000). Les progrès des 
connaissances acquises au cours de la dernière décennie dans la compréhension des 
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mécanismes de contrôle du cycle cellulaire et dans la voie de réponse aux dommages à 




1. Intérêt d’un ciblage du point de contrôle G2/M 
 
Plus de la moitié des tumeurs solides présente des anomalies du point de contrôle G1/S du 
cycle cellulaire. Ces anomalies peuvent résulter de deux mécanismes : soit une levée du 
point de contrôle G1/S, résultant principalement de la perte de fonction des gènes 
suppresseurs de tumeurs p53 et rb, soit une accélération de la transition G1/S résultant de 
mutations activatrices d’oncogènes tels que ras, cycline D, erbB, egfr…  
Bien qu’il existe des variations entre les tumeurs, dépendant principalement de la capacité 
de celles-ci à répondre aux agents radio- et chimiothérapeutiques, les cellules p53-/- 
perdent leur capacité d’arrêt au point de contrôle G1/S en réponse aux radiations 
ionisantes (Kuerbitz et al., 1992). Ce constat clinique a permis d’orienter de nouvelles 
stratégies thérapeutiques visant à inactiver les acteurs du point de contrôle G2/M et en 
particulier ceux de la voie de signalisation des dommages afin de cibler le maximum de 
tumeurs y compris celles présentant des anomalies du point de contrôle G1/S.  
Ainsi, il a été mis en évidence en 1995 que l’utilisation de l’inhbiteur caféine permet la 
levée du point de contrôle G2/M en réponse aux radiations ionisantes. Cela permet une 
radiosensibilisation supérieure des cellules déficientes pour p53 en comparaison avec leurs 
homologues proficientes pour p53 (Powell et al., 1995). Malgré le fait que le mécanisme 
d’action de la caféine n’était pas connu en 1995, son rôle dans la levée du point de 
contrôle G2/M et dans la chimiosensilisation de nombreuses cellules tumorales a été 
largement mis en évidence. Ce n’est quand 1999 que l’implication des kinases de la voie 
des dommages ATM et ATR a été mise en évidence, validant ainsi l’utilisation d’inhibiteur 
de la voie des dommages dans la sensibilisation des tumeurs p53 déficientes (Sarkaria et 
al., 1999).  
Ces premières découvertes ont ouvert le champ sur l’intérêt thérapeutique de l’utilisation 





2. Inhibiteurs des acteurs de la voie des dommages 
 
a) Inhibiteurs des kinases ATM et ATR 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’inhibition des kinases ATM/ATR par la caféine a 
mis en évidence l’intérêt thérapeutique que représente la combinaison d’inhibiteurs de la 
voie des dommages avec des agents endommageant l’ADN. Cependant, il a été mis en 
évidence rapidement que la levée du point de contrôle G2/M par la caféine impliquait 
d’autres voies de signalisation en dehors de celle des kinases ATM/ATR, nécessitant la 
synthèse d’autres composés plus spécifiques (Cortez, 2003).  
Les inhibiteurs de la famille des PIKK, LY294002 et wortmanine, inhibant 
préférentiellement la protéine DNA-PK dans des cellules d’adénocarcinome (Sarkaria et 
al., 1998), ont servi pour le criblage de composé spécifique des kinases ATM/ATR. 
 
Une petite molécule, le KU55933, a pu ainsi être mise en évidence. Le KU55933 entre en 
compétition avec l’ATP au niveau de la poche ATP de la kinase ATM, inhibant la kinase 
avec une IC50 de 13 nM. Il permet une augmentation de la sensibilité aux radiations 
ionisantes mais aussi à l’étoposide, à la doxorubicine et à la camptothécine dans des 
lignées de tumeurs solides (Hickson et al., 2004). 
 
Un autre composé inhibiteur d’ATM, le CP466722, a été découvert en 2008 par crible in 
vitro de l’activité kinase d’ATM. Comme le KU55933, cet inhibiteur réversible permet une 
radiosensibilisation des cellules HeLa (Rainey et al., 2008).  
Malgré l’intérêt potentiel que représente l’utilisation de ces composés, aucun essai 
clinique utilisant ces composés chez les patients n’a été publié, et aucun essai clinique en 
cours n’est rapporté sur le site du ClinicalTrials.gov répertoriant les essais cliniques 
achevés et en cours en cancérologie. Une explication possible est que la kinase ATM 
possède de très nombreux substrats et est impliquée dans de nombreuses fonctions 
cellulaires au-delà du point de contrôle G2/M : point de contrôle G1/S, trafic 
intracellulaire, contrôle de la croissance cellulaire… Ainsi, les kinases ATM/ATR ne seraient 
peut-être pas les meilleurs candidats pour la mise en place d’une stratégie ciblant le point 




b) Inhibiteurs de DNA-PK 
 
La protéine DNA-PK est un médiateur dans le processus de réparation des cassures double 
brin par recombinaison non homologue, son inhibition va donc diminuer ce processus de 
réparation, augmentant ainsi la présence des dommages après traitement. L’intérêt de 
diminuer l’activité de cette protéine résulte de deux observations : d’une part les souris 
déficientes pour DNA-PK deviennent hypersensibles aux radiations ionisantes et aux autres 
agents inducteurs de cassures double brin ; d’autre part, la sur-activation de DNA-PK dans 
les cancers confère une radio- et une chimiorésistance aux cellules tumorales ((Collis et 
al., 2005) ; (Muller et al., 1998)). Les résultats prometteurs obtenus en terme de radio-
sensibilisation avec les inhibiteurs de la famille PIKK, wortmannine et LY294002, ayant des 
IC50 de l’ordre du nanomolaire et de 1,4 µM respectivement pour la protéine DNA-PK, ont 
encouragé les recherches de nouveaux composés spécifiques de DNA-PK : 
 
 - L’IC87361 : permet une radiosensibiliation in vitro et in vivo chez les souris 
xénogréffées (Shinohara et al., 2005). 
 
 - Le NU7026 : cinq fois plus sélectif pour DNA-PK que pour les kinases ATM/ATR, 
avec une IC50 de 13 nM. Il permet une radio- et une chimiosensibilisation dans des lignées 
tumorales et dans des modèles de souris xénogreffées en essai pré-clinique (Nutley et al., 
2005). Une étude de 2004 a mis en évidence que le NU7026 potentialise l’inhibition de 
croissance des cellules de la lignée leucémique K562 en présence de poison de la 
topisomérase II (idarubicine, daunorubicine, doxorubicine, étoposide) mais pas de la 
camptothécine ou de l’Ara-C (Willmore et al., 2004).  
  
 - La vaniline : inhibe l’activité de la protéine DNA-PK et potentialise 
significativement la chimiosensibilisation par le cisplatine dans une lignée de carcinome 
ovarien (A2780), une lignée lymphoblastoïde B (TK6) ainsi qu’une lignée de lymphome 
(GM00558). En revanche, ce composé ne permet pas d’induire une chimiosensibilité des 
lignées de lymphome p53 déficientes (Raji et WT1) (Durant and Karran, 2003). 
 
 - Le SU11752 : inhibiteur compétitif de la sous-unité catalytique de DNA-PK. Il 
permet une radio-sensibilisation des cellules de glioblastome humain (Ismail et al., 2004).  
 
 - La salvicine : inhibite naturellement la topoisomérase II et réprime également 
l’activité kinase de DNA-PK (Lu et al., 2005a). 
 42 
Malgré l’intérêt thérapeutique mise en évidence par de tels composés, il n’y a pas d’essai 
clinique combinant des inhibiteurs de la DNA-PK rapporté pour des patients atteints de 
cancer.   
 
c) Inhibiteurs de la kinase  CHK2 
 
Comme pour les inhibiteurs des kinases ATM/ATR, conceptuellement l’inhibition des 
protéines CHK1 et CHK2 devrait permettre une levée du point de contrôle des dommages 
et une entrée illégitime en mitose. En réalité, les choses sont plus compliquées pour CHK2 
compte tenu de son rôle dans l’induction de l’apoptose de manière dépendante et 
indépendante de p53. 
Il a été mis en évidence que la déplétion de CHK2 par un dominant négatif ou son 
inhibition par le debromohymenialdesine induit une chimiosensibilisation à la 
doxorubicine et une entrée illégitime en mitose suivie d’une apoptose dans les lignées 
tumorales HeLa et HCT116 (Castedo et al., 2004). Cependant bien que cet effet 
sensibilisateur est également été montré dans d’autres lignées (HEK293), contrairement à 
CHK1, la déplétion de CHK2 par ARN interférence dans deux lignées cellulaires ne 
potentialise pas les effets cytotoxiques des agents 5FU et gemcitabine (Morgan et al., 
2006). A cela, on peut ajouter que l’inhibition de l’activité kinase de CHK2 par le 
VRX0466617 (IC50 pour CHK2 = 120 nM, pour CHK1 > 10 µM) atténue l’apoptose induite 
par les radiations ionisantes et ne potentialise pas l’effet cytotoxique de la doxorubicine, 
du taxol ou du cisplatine (Carlessi et al., 2007).  
Les auteurs d’une revue publiée en 2007 rapportent que ces effets opposés obtenus sur la 
sensibilité sont dus aux inhibiteurs qui ciblent la poche ATP de la kinase, et présentent 
probablement des effets non spécifiques sur d’autres kinases. La question du ciblage de 
CHK2 dans le traitement des tumeurs fait toujours débat (Antoni et al., 2007). Cependant, 
un inhibiteur de CHK2, le LY2603618 est actuellement en cours d’évaluation dans des 
essais cliniques de phase I et II sur des patients atteints de cancers pancréatiques (en 
combinaison avec la gemcitabine) et du poumon (en combinaison avec le pemetrexed), et 
permettra probablement une meilleure évaluation de ce type de composé (cf le lien 
internet LY2603618). 
  





Les principaux travaux mettant en évidence l’intérêt d’une inhibition de la protéine CHK1 
ont été réalisés ces dix dernières années avec un composé peu spécifique dérivant de la 
staurosporine, l’UCN-01. Initialement, ce composé a été développé pour inhiber l’activité 
de la protéine kinase C (PKC) (IC50 de 4,1 nM) (Akinaga et al., 1991), mais il a rapidement 
été mis en évidence son rôle inhibiteur de la protéine CHK1 (IC50 de 7 nM) (Graves et al., 
2000) et plus récemment l’inactivation d’AKT via la protéine PDK1 (Phosphoinositide-
dependent protein kinase 1 ; IC50 = 33 nM) (Sato et al., 2002). L’UCN-01 en présence de 
dommages à l’ADN induit une diminution de l’activité de CHK1 mise en évidence par 
l’augmentation des phosphatases CDC25 C et A, conduisant à une reprise illégitime en 
mitose (Graves et al., 2000). Le rôle spécifique de CHK1 dans la chimiosensibilisation a été 
validé par des approches non-pharmacologiques en utilisant des formes de dominant-
négatif, ou d’interférence ADN (Lukas et al., 2004). Ainsi, l’effet bénéfique non spécifique 
de l’UCN-01 combine ainsi l’inactivation des protéines CHK1 et PKC, un arrêt du cycle 
cellulaire à la transition G1/S et la levée du point de contrôle des dommages. De manière 
intéressante, l’UCN-01 induit une chimiosensibilité des cellules de lignées MCF-7 
déficientes pour p53 au cisplatine, alors que leurs homologues proficientes pour p53 sont 
chimiorésistantes à ce même traitement (Wang et al., 1996). L’UCN-01 permet la 
potentialisation in vitro aux radiations ionisantes et à de multiples agents 
chimiothérapeutiques (gemcitabine, ara-C, poisons de la topoisomérase I, cisplatine, 
mytomicine et temozolomide) mais également in vivo sur des modèles de souris 
xénogreffées (Tse et al., 2007). L’ensemble de ces résultats très encourageants a permis le 
développement d’une quinzaine d’essais cliniques de phase I dans des tumeurs solides et 
des hémopathies. Ces derniers combinant différents agents cytotoxiques : cisplatine (Lara 
et al., 2005), 5FU (Kortmansky et al., 2005) et topotecan (Hotte et al., 2006), mais aussi 
le carboplatine, le prednisone, l’irinotécan, la gemcitabine, la fludarabine, la 
fluorouracile, ont permis de mettre en évidence  une bonne tolérance de l’UCN-01 chez les 
patients (pour les études publiées). Cependant, le seul essai clinique de phase II dont les 
résultats ont été publiés combinant l’UCN-01 et le topotecan dans des cancers avancés des 
ovaires montre que l’UCN-01 n’augmente pas l’activité cytotoxique du topotecan (Welch 
et al., 2007). Les cinq essais cliniques de phase II en cours devraient permettre une 
meilleure évaluation in vivo du potentiel chimiosensibilisateur de l’UCN-01. 
Concernant, le rôle de l’UCN-01 dans les hémopathies, un essai pilote réalisait sur 12 
patients atteints de LAM réfractaires a mis en évidence la pertinence du traitement 
combinant l’UCN-01 avec l’ara-C. La combinaison induit une chimiosensibilité des blastes 
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en clonogénie, de même qu’une diminution de l’activation de CHK1 et d’AKT dans les 
blastes de patients 24h après administration du co-traitement (Sampath et al., 2006). 
D’autres travaux de ce type sont nécessaires pour valider l’intérêt thérapeutique de l’UCN-
01 dans les hémopathies. L’UCN-01 est toujours en cours d’évaluation dans 8 essais 
cliniques de phase I (3) et II (5) seul ou en combinaison avec des agents cytotoxiques 
(périfosine, topotécan, cytarabine, irinotécan, et fludarabine) dans des tumeurs solides et 
des hémopathies, dont des lymphomes et des leucémies aiguës (cf le lien internet : UCN-
01). Cependant, les effets toxiques de l’UCN-01 déjà rapportés chez les patients ont 
conduit les industriels à développer d’autres molécules inhibitrices spécifiques de la 
protéine CHK1.  
 
 
(2) Inhibiteurs spécifiques de CHK1 
 
Voici une liste non exhaustive des composés spécifiques de CHK1 (parfois co-spécifique de 
CHK2) rapportés dans la littérature : 
 
 - Le CHIR-124 : inhibiteur sélectif de CHK1 in vitro (IC50 = 0,3 nM). Il permet une 
réduction de la prolifération de plusieurs lignées cellulaires mutées pour p53 (4 lignées 
cellulaires de carcinome de sein et du colon) en combinaison avec des poisons de la 
topisomérase (camptothécine et SN-38), une levée des points de contrôle S et G2/M  en 
combinaison avec le SN-38 dans une lignée tumorale de cancer du sein permettant ainsi 
une augmentation de l’apoptose (MDA-MD-435), et enfin une potentialisation de l’effet 
cytotoxique de l’irinotécan dans des modèles de souris xénogreffées (Tse et al., 2007). 
  
 - Le XL844 d’Exilixis : inhibiteur des kinases CHK1 et CHK2 (Ki = 2,2 nM pour CHK1 
et 0,07 nM pour CHK2), il a permis d’augmenter la cytotoxicité in vitro et in vivo de la 
gemcitabine (Matthews et al., 2007). Ces résultats prometteurs ont permis son évaluation 
en essai clinique de phase I à partir de mai 2007 dans le traitement des lymphomes en 
combinaison avec la gemcitabine. Le traitement s’est déroulé de la manière suivante : 
administration bi-hebdomadaire d’XL844 en comprimé (5 à 100 mg) et hebdomadaire de 
gemcitabine en intra-veineuse pendant 30 min (cf le lien XL-844). Cet essai clinique devait 
se terminer en mai 2009, les résultats ne sont pas encore publiés. 
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 - Les composés de Pfizer PF-00394691 et PF-00477736 : le PF-00394691 possède 
une IC50 de 0,75 nM pour CHK1, il potentialise l’activité anti-tumorale de la gemcitabine, 
de l’irinotecan et du cisplatine dans des souris xénogreffées. Celui-ci permet  de diminuer 
l’activation de CHK1 (perte de phospho-S317-CHK1) induite par l’irinotécan dans les 
cellules tumorales des souris, par un mécanisme non identifié. Le PF-00477736 possède un 
Ki de 0,49 nM pour CHK1, il permet la potentialisation de l’activité cytotoxique de la 
gemcitabine de manière dose dépendante dans les souris xénogreffées (Blasina et al., 
2008). Ce composé est en cours d’évaluation dans un essai clinique de phase I en 
combinaison avec la gemcitabine dans les tumeurs solides (cf le lien PF-00477736).  
 
 - L’AZD7762 d’ AstraZeneca est un inhibiteur équivalent des kinases CHK1 et CHK2 
(IC50 = 5 nM pour CHK1). Il permet une potentialisation dose-dépendante in vitro et in vivo 
des agents cytotoxiques gemcitabine et irinotécan (Zabludoff et al., 2008). Ces résultats 
intéressants ont conduit à une évaluation en cours de ce composé en essai clinique de 




Cet état des lieux bibliographiques sur les composants pharmacologiques ciblant quelques-
uns des acteurs de la voie des dommages (il en existe bien sûr de nombreux autres parmi 
lesquels : les phosphatases CDC25, WEE1, les protéines Polo-like Kinase (PLK), Aurora, la 
Poly(ADP-ribose) polymérase 1…) permet de mettre en évidence l’importance actuelle des 
thérapeutiques ciblées et combinées qui apportent de nouvelles solutions dans le domaine 




II. Hématopoïèse & micro-environnement 
 
L’hématopoïèse est le processus par lequel une population minoritaire de cellules souches 
hématopoïètiques (CSH) va donner naissance, à travers différentes étapes de 
différenciation/expansion, à l’ensemble des éléments figurés du sang tout en conservant 
l’intégrité de son pool de départ. 
  
 
A. Hématopoïèse normale ou physiologique 
 
L’hématopoïèse est définie comme l’ensemble des mécanismes qui assurent la formation 
continue de cellules sanguines circulantes. Ce processus a lieu dès l’embryogenèse et se 
poursuit durant toute la vie adulte d’un organisme. Il implique des mécanismes de 
développement, d’auto-renouvellement et de différenciation des cellules primitives dites 
CSH. 
Compte tenu de la demi-vie très courte des cellules sanguines matures circulantes, les CSH 
vont s’auto-renouveler continuellement pour donner : 
 - Deux CSH filles par division symétrique, préservant ainsi le groupe des CSH. 
 - Une CSH fille et une cellule qui va se différencier par division asymétrique, 
alimentant ainsi les compartiments cellulaires plus différenciés. 
 - Eventuellement deux cellules différenciées mais cette option doit être minoritaire 
pour préserver le pool des cellules souches. 
 
Chez les mammifères, l’hématopoïèse réside dans le foie et la rate pour le fœtus, dans la 
moelle osseuse (MO) des os plats et l’épiphyse des os longs pour l’adulte. La MO contenant 
les cellules hématopoïétiques dans leur micro-environnement est appellée niche 
hématopoïétique. Le rôle du micro-environnement médullaire est à la fois de soutenir 
physiquement l’hématopoïèse mais aussi de réguler la quiescence, l’auto-renouvellement, 
la survie et la différenciation des cellules hématopoïétiques grâce à des interactions 





1. Les cellules hématopoïétiques 
 
Les cellules hématopoïétiques sont organisées de manière hiérarchisée avec au sommet de 
la pyramide, les cellules souches primitives, et à la base les différentes cellules sanguines 
matures (Figure 12). 
Cette pyramide comprend quatre compartiments : (i) le compartiment des cellules 
souches, (ii) le compartiment des progéniteurs multipotents MPP (Multipotent progenitors) 
puis ceux propres à chaque lignage : avec les progéniteurs myéloïdes CMP (Common 
Myeloid Progenitors) et lymphoïdes CLP (Common Lymphoïd Progenitors), donnant 
naissance côté myéloïde : aux précurseurs MEP (Megacaryocyte Erythrocyte Precursor) et 
GMP (Granulocyte Macrophage Precursors), (iii) le compartiment des précurseurs 
hématopoïétiques, (iv) et enfin le compartiment des cellules sanguines matures avec : les 
érythrocytes, moncytes, plaquettes, granulocytes, macrophages, cellules dendritiques, 




Figure 12: Schéma de l’hématopoïèse.  
Les CSH (ou HSC pour Hematopoietic Stem Cell), comprenant les LT-HSC et ST-HSC (Long term et 
Short Term), se différencient en progéniteurs multipotents ou MPP (Multipotent progenitors) puis en 
progéniteurs myéloïdes/lymphoïdes communs (CMP/CLP pour Common Myeloid/Lymphoïd 
Progenitors) qui donneront à terme les cellules sanguines matures.  
MEP : Megacaryocyte Erythrocyte Precursor, GMP : Granulocyte Macrophage Precursors, Pro-DC : 
pro-dendritic cells, Pro-T : pro-T cells ; Pro-NK : pro-Natural Killer cells, Pro-B : pro-B cells. 
(d’après (Passegue et al., 2003)). 
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a) Les cellules souches hématopoïétiques 
 
La première évidence expérimentale de l’existence des CSH remonte à 1961 avec la mise 
en évidence par Till et McCulloch de l'existence d'une population clonogène de cellules de 
la MO capable de générer des colonies hématopoïétiques multi-lignage dans la rate de 
souris léthalement irradiées (Till and Mc, 1961). Cette population souche ne représente 
pas plus de 0,01% des cellules de la MO. 
Les CSH possèdent trois propriétés fondamentales : 
- Une capacité de reconstitution de l’hématopoïèse myéloïde et lymphoïde chez 
la souris. 
- Une capacité d’auto-renouvellement permettant le maintien et l’amplification 
de la population des CSH. 
- Une pluripotence ou potentiel de différenciation multi-lignage permettant la 
génération continue des cellules matures du sang. 
 
(1) Capacité de reconstitution de l’hématopoïèse 
 
Cette capacité de reconstitution de l’hématopoïèse chez la souris immuno-déficiente SCID 
ou NOD-SCID représente le test absolu permettant de prouver que l’on a bien isolé des 
CSH. Les tests de reconstitution consistent à mesurer la capacité des cellules 
hématopoïétiques à repeupler et restaurer la MO de souris rendues aplasiques par 
irradiation. L’évaluation de ce potentiel pour les cellules humaines a nécessité le 
développement de systèmes de transplantations xénogéniques dans lesquels les réactions 
immunitaires sont abolies (utilisation de souris immuno-déficientes SCID et NOD-SCID 
comme hôte des CSH humaines). L’approche expérimentale consiste à injecter chez la 
souris immuno-déficiente les CSH humaines par voie intraveineuse à des doses sub-létales. 
Après plusieurs mois, les cellules hématopoïétiques humaines persistent dans la MO et la 
rate de la souris. Ces xénogreffes permettent l’identification des cellules humaines 
appelées SCID Repopulating Cells (SRC).  
Ce test a permis de mettre en évidence deux sous-types de CSH humaines capables de 
s’auto-renouveler et de se différencier mais également de définir leurs caractéristiques 
phénotypiques (Figure 13): 
 - Le compartiment des CSH comprend : (i) les CSH à auto-renouvellement à long 
terme ou LT-HSC (Long Term-Hematopoietic Stem Cells) qui s’auto-renouvellent de façon 
illimitée tout au long de la vie de l’individu, reconstituant et pérennisant l’hématopoïèse 
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physiologique, (ii) les CSH à auto-renouvellement à court terme ou ST-HSC (Short Term- 
Hematopoietic Stem Cells), plus différenciées que les précédentes, elles sont capables de 
reconstituer l’hématopoïèse physiologique pendant une durée limitée d’environ 8 
semaines. La population progénitrice multipotente est ainsi constituée de LT-HSC capable 
de donner naissance aux ST-HSC donnant eux-mêmes naissance aux progéniteurs 





Figure 13: Modèle de différenciation des CSH. 
Le compartiment des CSH est composé de trois populations : les CSH à long terme (LT-HSC) 
possédant la plus forte capacité d’auto-renouvellement, les CSH à court terme (ST-HSC) à plus 
faible capacité d’auto-renouvellement et les progéniteurs multipotents (MPP) qui ne possèdent plus 
la capacité d’auto-renouvellement. Les MPP se différencient en progéniteurs myéloïdes/lymphoïdes 
communs (CMP et CLP). 
GMP : Granulocyte Macrophage Precursors, MEP : Megacaryocyte Erythrocyte Precursor, CTP : Cell 
T Precursors, CBP : Cell B Precursors, NKP : Natural Killer Precursors, Pro-T : Pro-T cells, Pro-B : 
Pro-B cells. (D’après (Reya et al., 2001)). 
 
 - Propriétés phénotypiques et cytochimiques des CSH 
L’identification et la purification des CSH est basée sur deux approches expérimentales 
réalisées par cytométrie de flux : le marquage membranaire des cellules et l’utilisation de 
leurs propriétés cytochimiques.   
Le marquage de protéines membranaires permet de définir des populations positives et 
négatives pour le marqueur considéré (cf tableau annexe 1), d’autre part les protocoles de 
marquage multi-couleur réalisés en cytométrie de flux permettent l’identification de 
populations complexes. La majorité des CSH étant quiescente, en phase G0 ou G1 du cycle 
cellulaire (Passegue et al., 2005) la méthode d’identification cytochimique consiste à 
évaluer la résistance de ces cellules à des colorants vitaux (Rhodamine 123 ou Hoechst 
33342). La Rhodamine 123, qui témoigne de l’activité cellulaire des mitochondries, et le 
Hoechst 33342, qui s’intercale dans l’ADN, permettent l’identification des cellules en cycle 
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ou au métabolisme actif, les CSH ne sont alors pas marquées. Cette stratégie a permis 
l’identification d’une population résistance au Hoechst 33342 appelée Side population (SP) 
mille fois enrichie en LT-HSC. Ces méthodes seules ou couplées au marquage membranaire 
permettent la purification de CSH capables de reconstituer la MO de souris irradiées avec 
des rendements de plus en plus importants ((Wagers et al., 2002) ; (Camargo et al., 
2006)). Enfin, une autre méthode a été développée grâce à l’utilisation de l’enzyme 
cytosolique Aldéhyde Déshydrogénase (ALDH) responsable de l’oxydation des aldéhydes 
intracellulaires. L’ALDH est capable de dégrader les agents alkylants et participe ainsi à la 
résistance des CSH aux agents toxiques (Hess et al., 2004). Elle est active dans certaines 
cellules immatures et définit également une population capable de reconstitution 
hématopoïétique à long terme (Hess et al., 2006). 
L’identification des différentes populations par les marqueurs membranaires ou 
l’utilisation des différents agents décrits ci-dessus, n’étant probablement pas dépourvu de 
toxicité (les cellules identifiées conservent les marqueurs utilisés). Une autre manière 
d’identifier les cellules peut être une sélection négative en éliminant les cellules 
marquées, mais dans ce cas, il peut persister une population minoritaire de cellules non 
souches (communication orale J.F. Mayol).      
  - Phénotypes des CSH murines : les CSH murines sont caractérisées par le 
phénotype c-Kit+ Sca-1+ Lin- (KSL). La sélection d’une population exprimant faiblement ou 
pas du tout la protéine membranaire CD34 (Cluster of Differentiation 34) dans la fraction 
KSL (KSL-C34-/low) permet une augmentation du pourcentage de reconstitution de 
l’hématopoïèse chez la souris irradiée (Osawa et al., 1996). Ainsi, la population KSL-C34-
/low, qui ne représente que 0,004% des cellules de la MO, est jusqu’à ce jour considérée 
comme étant la plus proche des CSH murines. 
L’analyse phénotypique des cellules SP murines confirme la négativité de la plupart des 
marqueurs de lignage habituel, les SP ne représentent qu’une faible fraction des cellules 
KSL+ mais aussi KSL-. D’autre part, même si une fraction significative de cellules SP est 
KSL+ CD34-, la majorité est CD34+. Cela indique qu’il existe des CSH CD34+ et CD34-. Enfin, 
les souris déficientes pour le transporteur bcrp-1 responsable de l’efflux du Hoechst 33342 
ne présentent plus de population SP sans déficit hématopoïétique majeur (Zhou et al., 
2002).  
  - Phénotype des CSH humaines : chez l’homme, le marqueur membranaire le 
plus utilisé pour la purification des cellules primitives est la glycoprotéine membranaire 
CD34, car la plupart des cellules immatures l’expriment (Andrews et al., 1986). Cette 
population étant très hétérogène, il a été mis en évidence que l’absence de marquage 
CD38 (CD34+ CD38-) permet un enrichissement en cellules LT-HSC, alors que les cellules 
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CD34+ CD38+ permettent une reconstitution de MO à court terme seulement (Bhatia et al., 
1997). D’autres marqueurs ont été ajoutés afin de préciser le phénotype des CSH 
humaines : CD34+ CD38- CD90+ CD33- HLA-DR- c-Kit+ Rho-123+. 
 
(2) Capacité d’auto-renouvellement des CSH 
 
L’une des perspectives les plus importantes dans le domaine de la biologie des cellules 
souches vise à comprendre les mécanismes contrôlant l’auto-renouvellement des CSH. 
L’auto-renouvellement est une caractéristique cruciale de la cellule souche qui permet 
l’homéostasie de chaque tissu tout au long de la vie d’un individu. Alors que chaque cellule 
souche possède ses propres capacités de développement, l’ensemble des cellules souches 
assure leur auto-renouvellement et régulent la balance auto-renouvellement/ 
différenciation. L’élucidation des mécanismes de régulation de l’auto-renouvellement des 
cellules souches normales est fondamentale pour appréhender les phénomènes de 
dérégulation des cellules cancéreuses. Alors que les propriétés fonctionnelles et 
phénotypiques des CSH ont été largement caractérisées, la question de la régulation de 
l’auto-renouvellement n’est pas complètement résolue. 
Dans la niche hématopoïétique, les CSH sont majoritairement en état de quiescence, 
caractérisé par 2/3 des cellules en phase G0 du cycle cellulaire (Passegue et al., 2005). 
Cet état permet à la fois de préserver les CSH des stress génotoxiques, notamment des 
agents incorporés en phase S du cycle cellulaire, mais est également une caractéristique 
déterminante du maintien du potentiel de reconstitution hématopoïétique.  
La sortie de quiescence des CSH et donc l’entrée des cellules en cycle permet sans doute 
en fonction des stimuli : (i) une reconstitution majoritaire du pool de cellules souches ou 
du pool de cellules différenciées en raison des propriétés de division symmétrique ou 
asymmétrique de ces cellules, (ii) une génération de deux cellules filles identiques par 
division symétrique, (iii) une génération d’une cellule fille identique et d’une cellule fille 
capable de se différencier par division asymétrique. Ces processus permettent à la fois le 
maintien des propriétés et du nombre de CSH mais également l’expansion des cellules 





Figure 14 : Divisions symétrique et asymétrique des CSH dans le temps (t)  
Les CSH (S  sur cette figure) se divisent de façon symétrique pour se reproduire à l’identique, 
permettant ainsi le maintien du pool de cellules souches : c’est la capacité d’auto-renouvellement. 
Certaines CSH vont ensuite se diviser de façon asymétrique en s’engageant dans le processus de 
différenciation, donnant ainsi des cellules progénitrices capable de proliférer plus rapidement qui 
donneront elles-mêmes des cellules précurseurs. ((Ho and Wagner, 2007)). 
 
Même si des progrès ont été réalisés dans la mise au point de conditions de culture 
permettant le maintien de l’activité des CSH (Miller and Eaves, 1997), il est difficile de 
conclure sur la combinaison exacte des facteurs de croissance impliqué dans l’auto-
renouvellement et l’expansion des CSH in vivo. Les voies de signalisation classiques 
étudiées dans le contexte du développement embryonnaire – voies des morphogènes 
Notch, Sonic hedgehog (Shh) et Wnt - sont de bons candidats de la régulation de l’auto-
renouvellement des CSH (Figure 15). 
 
 
Figure 15: Les trois grandes voies morphogènes régulant l’auto-renouvellement des CSH. 
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L’activation de la voie Notch (bas) est assurée par l’interaction du récepteur Notch avec son ligand 
(Delta 1,2, 4 et Jagged 1, 2), ce qui entraîne le clivage et la libération du domaine intra-cellulaire 
notch 1 (NICD pour Notch Intracellular Domain) dans le noyau, qui en se liant au facteur de 
transcription CBF-1 (C-promoter Binding Factor-1) permet la transcription de gènes comme hes-1. 
Pour la voie Shh (milieu), la liaison du ligand hh sur le récepteur Patched lève l’inhibition que ce 
dernier exerçait sur le récepteur Smoothened et permet ainsi au facteur de transcription Gli 
d’induire la transcription de différents gènes parmi lesquels on retrouve celui du récepteur 
Patched. La voie Wnt (haut) est activée lorsqu’un ligand Wnt s’associe au récepteur frizzled couplé 
aux récepteurs LRP5/6 (lipoprotein related-Receptor Proteins 5/6), inhibant ainsi GSK3β qui ne 
peut plus exercer son rôle négatif sur le co-facteur transcriptionnel β-caténine, permettant alors la 
transcription avec LEF/TCF (Lymphocyte Enhancer Factor/T Cell Factor) de gènes impliqués dans 
l’auto-renouvellement des CSH comme la cycline D1. (D’après (Reya et al., 2001)). 
     
Les morphogènes sont des molécules sécrétées durant l’embryogenèse pour définir le 
développement embryonnaire, guider les ébauches tissulaires à partir de la cellule souche 
pluripotente embryonnaire. Les ligands pro-mésodermes sont intéressants car ils sont les 
précurseurs nécessaires à l’apparition du tissu hématopoïétique, et continuent à avoir un 
rôle dans le maintien et la différenciation des CSH. 
 - La voie Notch : La voie Notch semble être impliquée dans la régulation de la 
balance quiescence/auto-renouvellement des CSH. En effet, l’activité de Notch est forte 
dans les CSH et décroît au cours de l’hématopoïèse.  L’activation de Notch dans les CSH en 
culture par son ligand Jagged-1 augmente la quantité des progéniteurs primitifs in vitro et 
in vivo (Karanu et al., 2000). D’autre part, la transfection de la partie intra-cellulaire de 
Notch immortalise les CSH et bloque la différenciation hématopoïétique. Le récepteur 
Notch et ses ligands (Jagged et delta-like) ont été impliqués dans des translocations 
dépistées chez des patients atteints de leucémie aiguë lymphoblastique. Récemment, une 
étude a mis en évidence que l’expression ectopique de Notch-1 constitutivement actif 
conduit à un arrêt du cycle cellulaire et à l’apoptose des cellules CD34+ (Chadwick et al., 
2007). D’autres investigations sont donc nécessaires pour préciser davantage la fonction de 
la voie Notch dans cette balance.  
 - La voie Sonic-hedghog (Shh) : les ligands hh (sonic, indian, desert) sont reconnus 
par un couple de récepteurs (Patched et Smoothened) qui sont présents à la surface des 
CSH. Les populations hautement enrichies en CSH (CD34+ CD38- Lin-) augmentent leur 
capacité d’auto-renouvellement lors d’une stimulation de la voie Shh in vitro grâce à la 
signalisation en aval du morphogène BMP-4 (Bone Morphogenic Proteins) (Bhardwaj et al., 
2001). Cette signalisation est cruciale au cours de la stimulation des CSH, en effet, son 
inhibition bloque la prolifération induite par Shh. Les BMP en tant que morphogènes 
contrôlent également les CSH : BMP-2 et BMP-7 inhibent leur prolifération, alors que BMP-4 
augmente la survie et la greffe des CSH dans la moelle des souris NOD/SCID (Ho and 
Wagner, 2007).  
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 - La voie Wnt : les protéines Wnt sont des molécules de signalisation intra-cellulaire 
qui régulent le développement de différents organismes et  sont dérégulées dans plusieurs 
cancers. La stimulation des progéniteurs hématopoïétiques et des CSH avec des protéines 
Wnt solubles ou avec les activateurs en aval de la voie Wnt (β-caténine) induit leur 
expansion lors de culture à long terme (Reya, 2003). De plus, l’expression ectopique 
d’inhibiteur de la voie Wnt (Axin) induit une inhibition de la prolifération des CSH, 
augmente leur apoptose in vitro et diminue la capacité de reconstitution hématopoïétique 
chez la souris. 
       
D’autres voies de signalisation faisant intervenir par exemple JAK/STAT, PTEN ou bcl-2 
jouent également un rôle dans la régulation de la balance quiescence/auto-
renouvellement. D’autre part, les facteurs de transcription (FT) sont aussi importants dans 
cette régulation. En effet, quelle que soit la voie de transduction du signal, elle aboutit à 
une régulation génétique des FT qui vont gouverner la réponse cellulaire, en terme de 
renouvellement, différenciation, apoptose, sénescence, migration ou adhésion. Ces choix 
cruciaux se font de manière intégrée, leur dérégulation étant la base du processus de 
leucémogenèse. Les FT PU.1 et ceux de la famille Homeobox (Hox) sont particulièrement 
impliqués dans l’auto-renouvellement des CSH. 
 - Les facteurs de transcription PU.1 : les CSH PU.1-/- présentent une altération de 
l’auto-renouvellement et de la différenciation initiale vers les progéniteurs immatures 
lymphoïdes et myéloïdes. Même si ces FT sont exprimés à faible taux dans les CSH (leur 
expression dépend de la différenciation), ils contrôlent néanmoins la synthèse de 
récepteurs à des cytokines, ce qui participe à la survie et à l’expansion du groupe CSH.   
 - Les facteurs de transcription de la famille Hox : ils ont d’abord été impliqués dans 
la leucémogenèse et ont ensuite montré leur rôle critique au niveau de la CSH normale, 
notamment HoxB3 et B4. HoxB4 est un FT qui peut être sécrété, une manipulation 
génétique induisant sa synthèse par les cellules stromales entraîne une nette augmentation 
des CSH in vitro lors de co-culture avec des cellules CD34+ CD38-. 
 
(3) Pluripotence ou potentiel de différenciation multi-
lignage 
 
Que ce soit pour maintenir l’homéostasie hématopoïétique ou pour faire face à un stress 
hématologique, les CSH sont capables d’alimenter les différents lignages hématopoïétiques 
de l’organisme permettant la génération de l’ensemble des cellules du sang. Pour cela, les 
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CSH doivent sortir de leur état de quiescence, s’expandre et se différencier. Des 
expériences de vidéo-microscopie ont permis de mettre en évidence que la division 
asymétrique est beaucoup plus fréquente dans les cellules CD34+ CD38- que dans les CD34+ 
CD38+ (Huang et al., 1999), ainsi le potentiel d’auto-renouvellement est perdu 
progressivement au cours des stades initiaux de la différenciation. Même si, ce taux de 
division asymétrique des cellules immatures reste constant en présence de molécules 
régulatrices qui stimulent par exemple le pourcentage mitotique ou la génération de 
différents types de colonies (Punzel et al., 2002). 
  
Parmi les facteurs extrinsèques qui peuvent jouer sur la quantité de division asymétrique, 
le contact direct des CSH avec les cellules de la niche hématopoïétique augmente 
significativement le nombre de cellules qui entrent en division asymétrique, leur 
polarisation cellulaire et l’orientation du fuseau mitotique (Punzel et al., 2003). D’autre 
part, il est bien établi que la différenciation hématopoïétique implique également d’autres 
signaux extrinsèques tels que des facteurs solubles, cytokines présentes dans le micro-
environnement. In vitro, il est possible d’orienter la différenciation des cellules immatures 
vers un lignage particulier : par exemple vers une différenciation myéloïde par ajout de 
MGF (Mast cell Growth factor), interleukine-3 (IL-3), GM-CSF (Granulo-Macrophage-Colony 
Stimulating Factor), M-CSF (Monocyte-CSF), et G-CSF (Granulocyte-CSF). Les cytokines 
sont classées en 3 groupes : 
 - Les cytokines synergiques : SCF, LIF (Leukemia Inhibitory Factor), IL-1, 6, 11, 
permettant l’augmentation du nombre de CSH en cycle à partir des CSH quiescentes, 
induisant la sensibilisation des cellules aux autres cytokines en permettant notamment 
l’expression des récepteurs membranaires spécifiques.        
 - Les cytokines multipotentes : IL-3, 7, GM-CSF, agissant à la fois sur les CSH et les 
progéniteurs en cycle, stimulant la prolifération, la survie, et la différenciation. 
 - Les cytokines restreintes : G-CSF, M-CSF, EPO (érythropoïétine), TPO 
(trombopoïétine), IL-5, agissant sur la différenciation terminale des progéniteurs engagés, 
et la maturation. 
 
D’un point de vue moléculaire, c-myc, un des acteurs clés impliqué dans la régulation du 
cycle cellulaire, peut aussi jouer un rôle important dans l’induction du processus de 
différenciation. c-myc est capable de réprimer l’expression de molécules d’adhésion 
comme les intégrines α2β1 et α5β1, et la N-cadhérine. Ainsi, Wilson et ses collaborateurs 
ont proposé un modèle de régulation des CSH par l’adhésion à la niche médullaire  
contrôlé par c-myc. Ainsi, lorsque c-myc serait fortement exprimé, les CSH, en réponse à 
 56 
un signal mitogène, génèreraient des progéniteurs engagés sortant de la niche grâce à la 
répression des molécules d’adhésion contrôlées par c-myc. Au contraire, quand c-myc 
serait inactif, en présence d’un signal mitogénique, ces molécules resteraient fortement 
exprimées, retenant ainsi les cellules dans la niche pour permettre leur expansion. 
 
 
Figure 16: Modèle de régulation du devenir des CSH par l’adhésion à la niche 
hématopoïétique contrôlée par le niveau de c-myc. 
Les CSH quiescentes (haut), exprimant peu de c-myc, sont ancrées à la niche par différentes 
molécules (N-cadhérine, LFA-1, intégrines α2β1 et α5β1). En réponse à une stimulation 
mitogénique, les CSH vont générer deux cellules filles, qui en absence d’induction de c-myc (a) 
restent ancrées à la niche (expansion des CSH), qui lors d’une induction de c-myc dans une seule 
cellule fille (b) ou dans les deux (c), répriment les molécules d’adhésion permettant ainsi une sortie 
de la niche hématopoïétique et la différenciation des CSH. (D’après (Wilson et al., 2004)).  
 
b) Les progéniteurs hématopoïétiques 
 
Ce compartiment comprend des progéniteurs immatures qui sont multipotents et 
possèdent une grande capacité de prolifération et des progéniteurs matures qui ont un 
potentiel de prolifération et de différenciation plus restreint. Ce compartiment regroupe 
ainsi une population hétérogène, avec des cellules perdant progressivement leur pouvoir 
d’auto-renouvellement, et présentant un pouvoir de prolifération accru.  
L’identification des progéniteurs hématopoïétiques est possible par cytométrie de flux, en 
effet, ces cellules possèdent à la fois des marqueurs de maturité (CD38, HLA-DR, CD71) et 
des marqueurs propres à chaque lignage (CD33, CD13, CD15 pour la lignée myéloïde) ; mais 
également par des cultures clonogéniques permettant une analyse des cellules matures 
générées. La culture clonogénique consiste en la mise en culture en milieu semi-solide (par 
exemple la méthylcellulose) des progéniteurs hématopoïétiques, qui donneront naissance à 
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des colonies morphologiquement reconnaissables au bout de 7 à 14 jours d’incubation. 
Pour la branche myéloïde, on distingue les progéniteurs suivants : 
 - Les CFU-GM (Colony Forming Unit- Granulocyte and Macrophage), progéniteurs 
granulo-monocytaires qui donneront naissance aux CFU-G (Granulocyte) granulocytaires et 
CFU-M (Monocyte) monocytaires.      
 - Les BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) qui sont les progéniteurs érythroïdes se 
différenciant en CFU-E (Erythrocyte) erythrocytaires. 
 - Les CFU-Meg (Megacaryocyte), progéniteurs de la lignée mégacaryocytaire. 
 - Les CFU-GEMM (Granulocyte Erythrocyte Macrophage and Megacaryocyte) qui sont 
des progéniteurs plus primitifs donnant naissance à des colonies des différents lignages 
CFU-GM, CFU-E, CFU-Meg. 
 
c) Les précurseurs hématopoïétiques 
 
Contrairement aux progéniteurs hématopoïétiques, les précurseurs sont des cellules 
identifiables morphologiquement, elles possèdent un phénotype et des propriétés 
fonctionnelles propres à chaque lignage. Elles représentent la majorité (99%) des  cellules 
médullaires. Ces cellules n’ont plus de capacité d’auto-renouvellement et ont un faible 
pouvoir prolifératif. Une fois que le processus de maturation est achevé, ces cellules vont 
passer dans la circulation périphérique pour y assurer leur fonction et ont alors une durée 
de vie limitée. 
   
2. Le micro-environnement médullaire 
 
La quiescence des CSH, l’auto-renouvellement et la différenciation sont régulés par des 
mécanismes intrinsèques (tels que la régulation épigénètique des CSH contrôlée par 
exemple par les protéines de la famille polycomb impliquées dans le remodelage de la 
chromatine) et extrinsèques. Ces mécanismes extrinsèques impliquent des changements du 
devenir des CS dictés par le micro-environnement. L’effet du micro-environnement sur les 
CSH peut se faire directement, grâce à des interactions physiques mettant en jeu des 
molécules d’adhésion (intégrines, cadhérines) ou indirectement grâce à la sécrétion de 
nombreuses molécules (cytokines, facteurs de croissance).  
 
Quatre grandes caractéristiques sont applicables à la niche des CS quelque soit leur type 
tissulaire : 
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 - Sa taille est limitée, ainsi que le nombre de CS. La niche hématopoïétique est 
située au niveau de l’endosteum, sous l’os trabéculaire des os plats et/ou longs chez 
l’adulte.  
  - Les contacts CS-cellules du micro-environnement sont indispensables pour le 
maintien de la quiescence cellulaire.   
 - Les produits sécrétés (morphogènes, cytokines, facteurs de croissance) sont à 
l’origine des contacts inter-cellulaires et de la création d’un équilibre 
activateur/inhibiteur du nombre et de la fonction des CS. 
 - La présence d’une cellule non souche dans la niche peut lui conférer des 
« propriétés de CS ». 
La niche des CSH se situe dans un endroit précis de la MO, au niveau de la région 
endostéale de l’os trabéculaire, zone dynamique à l’interface de la MO et de l’os, où celui-
ci subit continuellement des remodelages. Le micro-environnement est composé de 
populations cellulaires hétérogènes (ostéoblastes, fibroblastes, adipocytes, cellules 
endothéliales) dérivant d’un précurseur commun, la CS mésenchymateuse (CSM). Les CSM 
vont sécréter de nombreux facteurs solubles impliqués dans la quiescence, la survie ou la 
différenciation des CSH, elles vont également se différencier pour donner naissance à 
divers types cellulaires comme les cellules réticulaires, les adipocytes, et surtout les 
ostéoblastes qui représentent l’ossature de la niche hématopoïétique. 
 
 
Figure 17: Niche hématopoïétique au sein de la moelle osseuse. 
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Les ostéoblastes exprimant la N-cadhérine (SNO pour Spindle-shaped N-cadherin-expressing 
osteoblats) forment la niche endostéale quiescente qui maintient la quiescence des CSH (HSC). 
L’auto-renouvellement des CSH permet la production de cellules progénitrices multipotentes (MPP) 
par division asymétrique et/ou par une stimulation de l’environnement médullaire. Ces MPP sont 
capables de se différencier pour donner toutes les cellules hématopoïétiques de chaque lignage. En 
réponse à un stress, les CSH quiescentes pourraient être activées et recrutées au niveau de la niche 
vasculaire. L’auto-renouvellement des CSH dans la niche vasculaire reste à être déterminé. (D’après 
(Wilson and Trumpp, 2006)). 
a) Interaction directe CSH-niche 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’interaction entre les cellules hématopoïétiques 
et la niche hématopoïétique est un composant majeur de la régulation de l’hématopoïèse. 
Différentes études ont mis en évidence que les ostéoblastes constituent un composant 
majeur de la niche régulant la localisation, la quiescence, l’auto-renouvellement, et la 
différenciation des CSH. En effet, leur déplétion chez la souris provoque une diminution du 
nombre de cellules dans la MO s’accompagnant de la perte des progéniteurs myéloïdes, 
lymphoïdes et érythroïdes ainsi que d’une hématopoïèse extra-médullaire localisée dans la 
rate (Visnjic et al., 2004). De plus, les ostéoblastes soutiennent les cellules 
hématopoïétiques in vitro et maintiennent les cellules responsables de la culture à long 
terme (LTC-IC : Long Terme Culture-Initiating Cell) (Taichman et al., 1996), en assurant 
un véritable contrôle du nombre de CSH de la niche qui pourrait mettre en jeu la voie du 
morphogène Notch (Calvi et al., 2003) ou l’interaction N-cadhérine-CD45 (Zhang et al., 
2003).  
L’interaction CSH-ostéoblastes fait intervenir de nombreuses molécules d’adhésion parmi 
lesquelles les intégrines α4β1 et α5β1 semblent jouer un rôle clé. Il a été montré 
récemment que les intégrines α4β1 sont cruciales dans le maintien de la survie et des 
capacités clonogènes des précurseurs immatures. En effet, l’ajout de ligands solubles des 
intégrines α4β1 (VCAM-1 et fibronectine) dans le milieu permet de maintenir ces capacités 
(Jung et al., 2005). D’autre part, l’utilisation d’anticorps bloquant a permis de valider 
l’implication de ces intégrines α4β1 et α5β1.  
L’importance de ces molécules d’adhésion dans la régulation des CSH implique que leur 
niveau d’expression soit très finement contrôlé. Ainsi, différentes études révèlent 
l’existence d’un dialogue sous forme de boucle paracrine entre les CSH et les cellules de la 
niche, les CSH moduleraient ainsi la composition de leur micro-environnement (Jung et al., 
2008). Une illustration de cette propriété est l’implication de c-myc dans l’induction du 
processus de différenciation et de sortie de la niche hématopoïétique (Wilson et al., 2004) 
(cf II. A. 1. A) (3) Pluripotence ou potentiel de différenciation multilignage).  
L’interface CSH/ostéoblaste ne se résume pas à la simple association intégrine/ligand, il 
existe une véritable synapse complexe impliquant de nombreuses autres molécules 
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d’adhésion inter-cellulaire (Figure 18). Différentes études d’invalidation ont montré 
l’importance des intégrines α4β1 et du récepteur au ligand c-kit (mKL pour membrane-
bound Kit Ligand) dans les propriétés d’auto-renouvellement des CSH et leur maintien 
((Priestley et al., 2006); (Barker, 1997)). D’autre part, la signalisation calcique et 
probablement impliqu ée comme le suggère le fait que la liaison MUC1/ligand ICAM-1 joue 
un rôle dans le phénomène de migration trans-endothéliale des cellules du cancer du sein, 
mettant en évidence l’importance que pourrait avoir les remaniement du cytosquelette 






Figure 18: La synapse ostéoblaste/CSH. (D’après (Wilson and Trumpp, 2006)). 
 
b) Facteurs de croissance et cytokines de la niche 
hématopoïétique 
 
Les cytokines et les facteurs de croissance sécrétés localement peuvent moduler le devenir 
des CS grâce à l’activation de signaux de transduction spécifiques. Le TGF-β est l’un des 
quelques régulateurs négatifs connus des CSH. Il maintient la quiescence des CSH en 
bloquant notamment l’expression de récepteurs aux cytokines comme celui de c-Kit, du 
FLT3, de MPL ou à l’IL-6 (Fortunel et al., 2003). Cependant, le rôle in vivo du TGF-β reste 
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à élucider, puisque la déplétion du récepteur n’induit pas de changement dans la 
répartition du cycle cellulaire des cellules (Larsson et al., 2001). D’autre part, 
l’angiopoïétine-1 (ANG-1) produite par les cellules stromales, en interagissant avec le 
récepteur à activité tyrosine kinase TIE2 induit une augmentation de la quiescence des CSH 
(Arai et al., 2004). Bien que les mécanismes de maintien des cellules en quiescence ne 
soient pas précisément détaillés dans ces deux cas, il est tout à fait possible d’envisager 
qu’il s’agisse de p21WAF1 qui est directement réprimé par c-myc, régulateur clé de la niche 
hématopoïétique. Les CSH quiescentes sont caractérisées par un niveau élevé de p21WAF1 et 
une absence d’expression de c-myc, alors que les CSH plus actives présentent une 
expression réduite de p21WAF1 associée à une activité augmentée de c-myc. 
Le FGF-1 (Fibroblast Growth Factor-1) pourrait aussi être impliqué dans l’auto-
renouvellement (de Haan et al., 2003). 
 
c) Les composants de la matrice extra-cellulaire 
 
La niche hématopoïétique ne comprend pas seulement des éléments cellulaires, mais 
également un grand nombre de facteurs solubles et insolubles constituant le micro-
environnement moléculaire. Ces molécules sont synthétisées principalement par les 
cellules stromales puis sécrétées, exprimées à la surface ou assemblées pour former la 
matrice extra-cellulaire (MEC). Les protéines insolubles regroupent notamment les 
protéines constituant la MEC, les molécules d’adhérence, et les enzymes matricielles ; 
tandis que les médiateurs solubles peuvent être de deux types : les facteurs de croissance 
(ou cytokines) et les chimiokines. Les collagènes, la fibronectine, les laminines, la 
thrombospondine, l’ostéopontine et les glycosaminoglycanes sont les constituants 
principaux de la MEC. Ces molécules favorisent l’adhérence des CSH et régulent la 
concentration locale de chimiokines et de cytokines en les présentant aux CSH (Long et 
al., 1992).  
 
 - La fibronectine : elle est considérée par beaucoup d’auteurs comme la protéine 
majeure de l’adhérence cellulaire (Dufour et al., 1986). Dans la MO, elle est produite 
principalement par les cellules endothéliales et les fibroblastes. Molécule ubiquitaire 
d’adhérence, elle participe à la régulation de l’ensemble des fonctions cellulaires comme 
la survie, la prolifération, la différenciation et la motilité. C’est une glycoprotéine de 450 
à 500 kDa qui interagit avec les intégrines α4β1 ou α5β1 et le CD44. La fibronectine 
stimule la production de BFU-E, CFU-GM, CFu-Mix (progéniteurs de plusieurs lignages) en 
culture, régule la prolifération des progéniteurs CD34+ CD38- et joue un rôle dans la 
 62 
reconstitution hématopoïétique des souris immuno-déficientes ((Schofield et al., 1998) ; 
(van der Loo et al., 1998) ; (Yokota et al., 1998)). Les cellules hématopoïétiques 
interagissent avec différents domaines de la fibronectine en fonction de leur stade de 
différenciation : les BFU-E et les CFU-GM se lient à un fragment situé au centre de la 
molécule contenant la séquence RGDS qui est le ligand de l’intégrine α5β1 (VLA-5), les 
progéniteurs plus immatures se fixent sur un site de l’extrémité C-terminale contenant le 
peptide CS-1 reconnu par l’intégrine α4β1 (VLA-4) ((Verfaillie et al., 1991) ; (Oostendorp 
and Dormer, 1997)).  
 
 - L’ostéopontine : elle peut être cytokine ou molécule d’adhésion, sécrétée par les 
ostéoblastes, elle peut se lier avec des récepteurs présents à la surface des CSH comme le 
CD44 (récepteur à l’acide hyaluronique) et aux intégrines α4β1 et α5β1. Les modèles 
animaux d'invalidation démontrent son rôle direct dans l’homéostasie des CSH. En effet, 
les CSH ostéopontine -/- sont beaucoup moins quiescentes que des CSH normales (Stier et 
al., 2005). Elle jouerait le rôle de régulateur négatif des CSH, restreignant le nombre de 
CSH dans la niche. 
 
 - L’acide hyaluronique participe également à l’attraction des CSH dans la niche, à 
leur ancrage, à leur survie et au maintien de leur quiescence (Nilsson et al., 2003). 
Enfin, cette zone trabéculaire de l’os étant une zone hypoxique, les CSH développent des 
propriétés liées à ces conditions comme l’expression de la protéine nucléophosmine par 
exemple qui va influencer la prolifération des CSH ainsi que leur résistance aux stress 
oxydatifs et génotoxiques tout en maintenant leurs propriétés d’auto-renouvellement (Li 
et al., 2004).  
    
 Un travail récent a mis en évidence l’existence d’une autre niche dite vasculaire (Kiel et 
al., 2005). Cette niche située au centre de la MO est caractérisée par la présence de CSH à 
proximité de vaisseaux spécifiques, pouvant permettre aux cellules de gagner la 
circulation veineuse, ou de gagner la MO dans le cas d’une reconstitution hématopoïétique 
par exemple. On pense que cette zone serait plutôt une zone de transit des CSH, la niche 
ostéoblastique étant le véritable réservoir des CSH capable d’assurer le maintien de la 
quiescence et de l’auto-renouvellement des CSH.  
Ainsi, la niche hématopoïétique est un compartiment très complexe et très dynamique, 
dans lequel le maintien des CSH fait intervenir de nombreux types cellulaires, comme les 
cellules endothéliales, les progéniteurs mésenchymateux, les mégacaryocytes, les cellules 
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immunitaires, les adipocytes, les cellules réticulaires, les ostéoblastes et les ostéoclastes, 
ainsi que des interactions inter-cellulaires directes et indirectes.  
  





Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) sont caractérisées par l’expansion clonale de 
cellules malignes issues d’un des différents lignages myéloïdes bloqués à des stades 
variables de la différenciation granulo-monocytaire. Cette population clonale leucémique 
dérive de la transformation maligne d’une cellule souche ou d’un progéniteur myéloïde 
plus différencié ayant ré-acquis des propriétés d’auto-renouvellement. L’hématopoïèse 
leucémique conserve des caractéristiques comparables à celle de l’hématopoïèse normale 
(Figure 19). Le clone leucémique est en effet organisé de façon hiérarchique en trois 
compartiments distincts : 
 - Un compartiment minoritaire de cellules souches leucémiques (CSL) de phénotype 
immature (Lin- CD34+ CD38- CD33+ CD96+ CD123+) pour la plupart quiescentes mais 
capables d’auto-renouvellement ou d’engagement dans un processus de prolifération/ 
différenciation.    
 - Un compartiment plus mature de progéniteurs leucémiques (CFU-L pour Colony 
Forming Unit-Leukemia) ayant perdu la capacité d’auto-renouvellement mais hautement 
proliférant et ayant des propriétés clonogènes et de différenciation limitée. 
 - Un compartiment majoritaire de cellules leucémiques appelé blastes ayant des 
capacités de différenciation limitée bloqué à un stade donné de différenciation granulo-
monocytaire ((Bonnet and Dick, 1997); (Passegue et al., 2003) ;(Taussig et al., 






Figure 19: Similarités entre les cellules souches hématopoïétiques (CSH) et les cellules souches 
leucémiques (CSL). 
Comme dans le système hématopoïétique normal, les cellules souches leucémiques (LSC pour 
leukaemia stem cells) dérivent des CSH CD34+ CD38-. Au cours de l’hématopoïèse normale (droite), 
les CSH (HSC) donnent les cellules capables de repeupler la moelle osseuse de souris aplasiques (SRC 
pour SCID repopulating cell) douées d’auto-renouvellement et capables de donner naissance à tous 
les lignages hématopoïétiques. Durant la leucémogenèse (gauche), les CSL (ou SL-IC pour SCID 
leukaemia-initiating cells) expriment certains marqueurs communs aux CSH, elles sont capables de 
donner naissance aux progéniteurs leucémiques clonogènes et aux cellules blastiques non 




L’hématopoïèse leucémique est associée à une inhibition de l’hématopoïèse normale par 
des mécanismes mal connus conduisant à un état d’insuffisance médullaire majeure qui 
fait la gravité de cette maladie. D’autre part, cette maladie est aggravée par une 
dissémination sanguine des blastes qui vont envahir d’autres organes hématopoïétiques 
(rate, ganglions, foie) et non-hématopoïétiques (peau, système nerveux central, testicule). 
D’un point de vue moléculaire, deux événements mutationnels seraient nécessaires et 
suffisants pour induire la leucémie selon la théorie du « two hits model » (Warner et al., 
2005). Dans un premier temps, des mutations de classe II consistant en un remaniement de 
facteurs de transcription dans des translocations chromosomiques récurrentes, comme 
AML1-ETO, CBFβ/MYH11, PML-RARα ou MLL/AF9, vont bloquer le processus de 
différenciation myéloïde en réprimant la transcription de gènes cibles, constituant ainsi un 
événement nécessaire à la leucémogénèse. Dans un second temps, des mutations de classe 
I consistant en la mutation de gènes impliqués dans les voies de signalisation intra-
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cellulaire, comme FLT3, Ras ou c-Kit, vont conférer aux cellules des avantages de survie et 
de prolifération (Gilliland et al., 2004). Toutefois, ce modèle n’intègre pas d’autres 
caractéristiques des processus néoplasiques comme l’instabilité génétique, l’échappement 
à la réponse immune, la néo-angiogénèse ou les interactions avec le micro-environnement 
médullaire qui jouent également un rôle important dans la leucémogénèse et  la réponse 
aux agents génotoxiques.  
  
 
2. Classification FAB des LAM 
 
 
Etant donné que les LAM sont issues de différents lignages myéloïdes bloqués à des stades 
variable de la différenciation, elles constituent une pathologie hétérogène. Une 
classification dite FAB (French-American-British) a été mise en place basée sur des critères 
morphologiques et cytochimiques de différenciation, accompagnés pour certaines 
catégories d’un phénotypage immunologique (McKenna, 2000). Cette classification 
comprend 8 groupes de M0 à M7, chacun correspondant à un niveau de blocage dans la 
différenciation hématopoïétique. Bien que cette classification tende actuellement à 
disparaître au profit de la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé 
(classification WHO : World Health Organization) intégrant à la fois des caractéristiques 
cytochimiques, cytogénétiques, morphologiques et les antécedents, elle est toujours 
utilisée pour la caractérisation rapide des nouveaux cas diagnostiqués de LAM (Vardiman et 





Figure 20: Classification FAB des LAM. 
 
3. Pronostic et traitements 
 
a) Enjeux thérapeutiques 
 
Le pronostic des LAM est catastrophique en l’absence de traitement, en raison de 
l’insuffisance médullaire profonde responsable en particulier d'hémorragies et d'infections 
graves. L’âge médian au diagnostic est de 68 ans, l’incidence de cette hémopathie 
augmentant avec l’âge (Tallman et al., 2005). Chez les sujets pouvant recevoir une 
chimiothérapie intensive, la rémission complète (RC) est obtenue dans 70 à 80% des cas. 
Considérant, l’ensemble des LAM, la majorité des patients rechutent y compris après des 
traitements intensifs de consolidation (greffes allogéniques) et la survie globale à 5 ans est 
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de l’ordre de 30 à 40% chez les sujets de moins de 60 ans. Pour les sujets plus âgés, la 
survie globale est encore plus mauvaise (moins de 20%). Ceci étant lié d’une part à la 
toxicité des traitements intensifs souvent non applicables aux sujets âgés et à la résistance 
primaire plus fréquente aux traitements. 
Néanmoins, les résultats thérapeutiques varient énormément selon que l’on considère les 






Le traitement actuel des LAM du sujet jeune repose dans un premier temps sur un 
traitement d’induction associant une anthracycline et de l’aracytine. Ce traitement est 
suivi d’un traitement de consolidation qui peut être de 2 types selon les caractéristiques 
des patients et l’existence d’un donneur : (i) intensification par  chimiothérapie seule 
(essentiellement avec de l’aracytine à haute dose) suivi ou non d’autogreffe de CSH ; (ii) 
chimiothérapie suivie d’une allogreffe de CSH. A l’heure actuelle, on opte parfois pour un 




c) Impact de l’âge dans le pronostic des LAM 
 
L’âge est déterminant car les traitements intensifs de consolidation ne sont pas 
applicables aux patients les plus âgés en raison de leur toxicité. De plus, ces patients 
développent des maladies sensiblement différentes de celles des sujets plus jeunes avec 
des maladies plus résistantes aux agents cytotoxiques (LAM secondaires, cytogénétique 
complexe, forte expression de la P-glycoprotéine impliquée dans l’efflux des drogues…). 
Compte tenu du vieillissement de la population dans notre pays, le traitement de ce 




Figure 21: Proportion et caractéristiques des LAM chez les sujets jeunes et âgés. 
Les sujets âgés ont un âge supérieur ou égal à 60 ans, les sujets jeunes un âge inférieur à 
60. L’incidence est donnée pour 100 000 habitants américans/an. Le taux de rémission 
complète est rapporté après administration du traitement classique par une anthracycline. 
(Azacytidine ) (D’après (Stone et al., 2004)). 
   
d) Impact des caractéristiques cytogénétiques dans le 
pronostic des LAM 
 
A l’exception des LAM3 qui est un cas particulier, des anomalies chromosomiques 





Figure 22: Impact des caractéristiques cytogénétiques sur le survie globale des patients. 
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La survie globale est mesurée de la date d’entrée des patients dans l’étude jusqu’à leur mort. 





Figure 23: Impact de la cytogénétique dans les LAM des patients de moins de 60 ans. (D’après 
(Slovak et al., 2000)). 
 
(1) Pronostic favorable 
 
Le groupe cytogénétique de bon pronostic est défini par la présence de la translocation 
t(8;21)(q22;q22) ou des remaniements du chromosome 16 inv16(p13;q22)/ 
t(16;16)(p13;q22). Ces deux anomalies sont présentes dans environ 10 à 15% des LAM du 
sujet jeune (< 60 ans), 5% des LAM du sujet âgé et sont communément regroupés sous le 
terme de Core Binding Factor Leukemia (CBF). Ces deux anomalies chromosomiques 
affectent les deux sous-unités du facteur de transcription CBF, interférant ainsi sur le 
processus de différenciation hématopoïétique. CBF est un facteur de transcription 
hétérodimérique composé d’une sous-unité CBFα liant l’ADN au niveau des régions 
régulatrices de type « enhancer » et d’une sous-unité unique ne liant pas l’ADN, CBFβ. 
Chez l’homme, il existe quatre gènes codant pour les différentes sous-unités du facteur de 
transcription : trois codant pour la sous-unité α (CBFA1 à 3) et un codant pour la sous-unité 
β CBFB (Speck et al., 1999). CBFα2 n’est exprimé que dans les cellules myéloïdes et 
lymphoïdes, la perte complète d’expression des sous-unités α2 et β est incompatible avec 
le développement d’une hématopoïèse normale. Les remaniements t(8;21) et inv(16) 
impliquant les gènes CBFA2 et CBFB génèrent des protéines chimériques.  
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D’un point de vue moléculaire, la translocation t(8;21) fusionne la partie amino-terminale 
du gène AML1 (Acute Myeloid Leukemia 1 autrement appelé RUNX1/CBFα/PEBP2αβ) du 
chromosome 21 avec la majeure partie du gène ETO (Eight-Twenty One ou MTG8) du 
chromosome 8. Cette protéine chimérique AML1-ETO induit un blocage de la 
différenciation des LAM, et est caractéristique de certaines LAM 2. L’inversion du 
chromosome 16 génère la fusion de la partie amino-terminale de CBFβ avec la majeure 
partie de la protéine MYH11. Cette protéine de fusion conduit à un blocage de la 
différenciation myéloïde à travers la séquestration cytoplasmique de CBFβ, et est 
caractéristique des LAM 4 à éosinophiles. 
Ces maladies sont chimiosensibles, le taux de RC est très élevé (90 à 95%), et le taux de 
rechute est de l’ordre de 40%. Mais, une proportion non négligeable de patient est ainsi 
guérie uniquement par chimiothérapie en épargnant aux patients une éventuelle greffe 
allogénique beaucoup plus toxique. De plus, certains facteurs pronostiques moléculaires, 
comme les mutations du récepteur à activité tyrosine kinase c-Kit, peuvent permettre 






Figure 24: Le complexe CBF et son association dans les leucémies. 
Le facteur de transcription CBF est formé de l’association des deux sous-unités CBFα et CBFβ, celle-
ci augmentant l’affinité de CBFα pour l’ADN. Trois gènes codent pour la sous-unité CBFα, l’un de 
ces gènes, CBFA2, codé par CBFB et le plus fréquemment muté dans les leucémies aiguës. (D’après 






(2) Pronostic intermédiaire  
 
Le groupe de pronostic intermédiaire représente 65% des LAM : les deux tiers sont 
composés des LAM de caryotype normal et le reste de celles qui ont moins de 3 anomalies 
sans valeur pronostique.  
Cependant il est apparu rapidement qu’à l’intérieur de ce groupe, les patients ont un 
pronostic très hétérogène, il a donc été nécessaire de trouver des marqueurs autres que 
les anomalies cytogénétiques afin de stratifier son pronostic. Depuis les 10 dernières 
années, un certain nombre d’anomalies génétiques acquises ont été décrites permettant 
d’affiner le pronostic de ce sous-groupe et ainsi d’adapter les traitements de 
consolidation. 
 
  - Les mutations du récepteur à activité tyrosine kinase FLT3 (FMS-like 
tyrosine kinase 3) :  
FLT3 est exprimé à la surface des cellules hématopoïétiques multipotentes mais aussi des 
progéniteurs normaux. Il joue un rôle dans la différenciation hématopoïétique mais 
également dans l’hématopoïèse leucémique. L’activation du récepteur par son ligand 
induit une réponse proliférative des cellules leucémiques (Drexler, 1996).  FLT3 est muté 
par duplication interne en tandem (FLT3-ITD) dans 24 à 39% des cas et par mutation 
ponctuelle D835 dans 5-14% pour les LAM de caryotype normal. Même si la mutation D835 
est corrélée avec une survie sans maladie plus faible (Figure 25 gauche), seule la mutation 
FLT3-ITD a un mauvais pronostic associé à des rechutes précoces (Figure 25 droite). Sur le 
plan moléculaire, cette mutation aboutit à une auto-phosphorylation du récepteur et ainsi 
à l’activation constitutive des différentes voies de signalisation : MAPK, STAT5, Lyn/SRC 
(Stirewalt and Radich, 2003). 
 
Figure 25: Impact de la duplication en tandem de FLT3 (FLT3-ITD) et de la mutation ponctuelle 
FLT3 D835 (FLT3-TKD) sur la survie globale et la survie sans maladie respectivement chez les 
patients atteints de LAM. (D’après (Gale et al., 2008) ; (Whitman et al., 2008)). 
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  - Les mutations de l’exon 12 du gène de la nucléophosmine (NPM1) :  
NPM est une protéine ubiquitaire qui possède de multiples fonctions dans l’organisation du 
nucléole, du transport du pré-ribosome hors du noyau, de la régulation de p53/p19ARF en 
réponse au stress génotoxique, de la stabilité chromosomique, de la réparation des 
dommages à l’ADN et du remodelage chromatinien. Dans certaines LAM, la localisation 
cytoplasmique aberrante de NPM1 a permis de mettre en évidence la mutation de l’exon 
12 aboutissant à l’abolition de l’export nucléaire de la protéine (Falini et al., 2005). Cette 
mutation, caractérisée par l’insertion de 4 bases dans l’exon 12, est présente dans 45-62% 
des LAM à caryotype normal. Le pronostic conféré par cette mutation semble favorable en 
terme de durée de rémission et de survie (Falini et al., 2007). Cette mutation est souvent 





Figure 26: Survie globale des patients atteints de LAM en fonction de l’association entre FLT3-
ITD et la mutation NPM1. (D’après (Gale et al., 2008)). 
 
  - Les mutations de CEBPα (CAAT/enhancer binding protein) :  
CEBPα est peu exprimée dans les CSH, son expression est induite lors de la maturation 
granuleuse au cours de laquelle elle coordonne le cycle et la différenciation cellulaire 
(Mueller and Pabst, 2006). Dans les LAM à caryotype normal, des mutations somatiques 
aboutissant à la génération d’un dominant négatif sont présentes dans 5-14% des cas. À la 
différence de NPM1, il n’y a pas d’association significative avec les mutations FLT3-ITD. La 
plupart des études ont identifié les mutations CEBPα comme facteur de bon pronostic, en 
terme de RC et de survie sans maladie. 
 
  - La duplication partielle en tandem du gène MLL (Mixed Lineage Leukemia) 
(MLL-PTD) :  
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Elle est présente dans 5-11% des LAM à caryotype normal, la valeur pronostique péjorative 
reste controversée, en effet, une étude récente n’a pas retrouvée d’impact sur la survie, 
le pronostic serait plutôt lié aux autres marqueurs moléculaires (NPM1, FLT3-ITD, BAALC et 
ERG) (Whitman et al., 2007). 
 
  - La sur-expression de BAALC (Brain And Acute Leukemia Cytoplasmic), de 
ERG (Ets Remated Gene), et de MN1 (Menigioma 1 gene) :  
Ces événements sont également des facteurs péjoratifs dans les LAM à caryotype normal 
associé à une augmentation de l’incidence des rechutes et à une diminution de la survie. 
Ces anomalies sont beaucoup moins utilisées dans la classification pronostique du fait de la 
difficulté d’interprétation de la sur-expression. 
 
Les taux de rémission complète du groupe de pronostic intermédiaire sont de l’ordre de 
85% et la survie sans maladie à 3 ans est de 40 à 60% en fonction des séries et des 
traitements. Actuellement, le traitement comporte une chimiothérapie d’induction et une 
intensification thérapeutique orientée par la présence ou l’absence des marqueurs que 
nous venons de citer. En effet, l’allogreffe donne de meilleurs résultats en terme de 
prévention des rechutes mais sa toxicité ne permet pas toujours de transformer cet 
avantage en gain de survie par rapport à la chimiothérapie intensive. 
En ce qui concerne les malades FLT3 non mutés (FLT3-) et NPM1 muté (NPM1+) ils reçoivent 
à l’heure actuelle un traitement d’induction suivi d’une intensification par chimiothérapie 
sans allogreffe. Dans tous les autres cas (FLT3+ NPM1- ; FLT3+ NPM1+ ; FLT3- NPM1-) les 
patients sont candidats à une intensification par allogreffe idéalement par un donneur 
familial ou s’il n’existe pas par un donneur choisi sur le fichier national ou sur un fichier 
international des donneurs de moelle. 
. 
 
(3) Pronostic défavorable   
 
Le groupe de pronostic défavorable représente 15% des sujets jeunes et 30% des sujets de 
plus de 60 ans. Les anomalies cytogénétiques reconnues par la majorité des groupes de 
traitement des LAM sont les suivantes : caryotypes complexes (présentant au moins trois 
anomalies cytogénétiques non apparentées), -5/5q-, -7/7q-, t(9;22), t(6;9), anomalie 
11q23 en excluant la t(9;11), anomalie 3q26(evi1).  
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Toutefois, certains groupes anglais (UK-MRC) ne parlent de complexité qu’à partir de cinq 
anomalies. Récemment, l’impact péjoratif de la perte d’autosomes sur le pronostic a été 
reconnu : la monosomal caryotype classification classe les patients  dans le groupe de 
mauvais pronostic s’ils sont porteurs d’au moins deux monosomies ou bien d’une 
monosomie et d’une anomalie de structure (Breems et al., 2008). 
Ces anomalies (gains et pertes chromosomiques) s’intègrent dans un groupe d’expression 
en micro-arrays où il est décrit une surexpression des gènes régulant la réparation de 
l’ADN et la ségrégation chromosomiques (Schoch et al., 2005). Il existe dans ces maladies 
une plus grande instabilité des micro-satelliltes, une plus grande activité télomérase que 
dans les autres sous-groupes de LAM et surtout une plus grande inactivation du gène 
suppresseur de tumeur p53 (jusqu’à 80% des cas) expliquant probablement en grande 
partie la chimiorésistance observée en clinique (Haferlach et al., 2008). Le taux de RC est 
significativement plus faible (30-50) et la durée de RC plus courte (6-8 mois) aboutissant à 
un pronostic catastrophique quel que soit l’âge et les modalités thérapeutiques, en effet 
même l’allogreffe n’a pas démontré de supériorité dans ce sous-groupe. 
 
  - Les LAM à caryotype complexe :  
Les LAM à caryotype complexe sont définies par la présence de plus de trois anomalies 
cytogénétiques non apparentées, mais dans 94% des cas, au moins cinq anomalies sont 
observées. L’incidence de ce sous-type augmente lorsqu’il existe des maladies 
hématologiques ou des traitements antérieurs notamment par des agents alkylants 
(Christiansen et al., 2001) mais également avec l’âge des patients (l’incidence est 25 fois 
augmentée entre les 21-30 ans par rapport aux 61-70 ans). L’approche thérapeutique est 
alors restreinte car trop toxique pour les sujets âgés (Schoch et al., 2005). La présence des 
cellules immatures CD34+ est également plus fréquente dans ce sous-type. Même si tous les 
mécanismes impliqués dans l’instabilité génétique observée dans les LAM à caryotypes 
complexes ne sont pas complètement élucidés, Schoch et ses collaborateurs ont mis en 
évidence des profils transcriptionnels différents entre les LAM à caryotypes normaux et 
complexes, incluant notamment des gènes impliqués dans la réparation des dommages 
(rad50, xrcc4), dans la transduction du signal (nr3c1), et dans le contrôle du cycle 
cellulaire (ppp2ca, cdc23) (Schoch et al., 2005). Les mutations de p53, très fréquentes 
dans les LAM à caryotype complexe (80% contre 14% dans les autres sous-types), jouent 
probablement un grand rôle dans l’instabilité génétique observée et dans la 
chimiorésistance (Haferlach et al., 2008). Compte tenu des nombreux mécanismes de 
résistance supplémentaires décrits pour ce sous-type de LAM, la sensibilité au traitement 
quand il est possible est très faible et en conséquence, la médiane de survie est très 
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courte (inférieure à 6 mois). Les recherches effectuées dans ce sous-groupe sont 




Figure 27: Survie globale des patients présentant une LAM de novo à caryotype complexe en 
comparaison avec celles des LAM à caryotype normal ou présentant les réarrangements 
t(8;21)/inv16, t(15;17) ou l’anomalie 11q23. (D’après (Schoch et al., 2005)). 
 
(4) Les LAM3 ou leucémie aiguë promyélocytaire 
 
Les LAM3 sont caractérisées par la translocation chromosomique t(15;17)(q22;q21) 
remaniant les gènes PML (Promyelocytic Leukemia) et RAR (Retinoic Acid Receptor) pour 
produire l’oncoproteine PML-RARα (Melnick and Licht, 1999). PML-RARα agit comme un 
dominant négatif sur la transcription des gènes contrôlés par RARα, notamment par le 
recrutement de complexes co-répresseurs nucléaires (NCoR) comme les HDAC (Melnick and 
Licht, 1999). L’Acide Tout Trans Rétinoïque (ATRA), qui est le ligand de RARα, se lie alors 
à l’oncoprotéine et induit un relargage du NCoR, la dégradation de l’oncoprotéine, et à 
terme la levée du blocage de maturation. Ce remaniement bloque la cellule 
hématopoïétique à un stade tardif de la différenciation (promyélocytes) ce qui explique 
que le processus de différenciation cellulaire observé après administration d’ATRA soit 
rapide. Cette maladie est caractérisée par une grande sensibilité aux anthracycline (60 à 
80% de RC en monothérapie, mais seulement 35% de survie sans événement) qui est 
probablement liée à la faible expression de PgP (impliquée dans l’efflux d’anthracycline). 
Ce sous-groupe présente le premier exemple de traitement ciblé dans les LAM, où 
l’introduction de l’ATRA associé à la chimiothérapie a permis d’obtenir 100% de RC et une 
survie sans rechute à 5 ans d’environ 80%. D’autre part, le traitement des rechutes a été 
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grandement amélioré par l’introduction du trioxyde d’arsenic qui permet également la 
dégradation de l’oncogène PML-RARα. Ce qui fait que le pronostic de cette maladie est à 
l’heure actuelle presque exclusivement conditionnée par la prise en charge initiale car, 
cette hémopathie est caractérisée par la fréquence de la gravité des accidents aiguës 
secondaires à la CIVD (coagulation intra-vasculaire disséminée) et à la fibrinolyse. 
 
Le schéma ci-dessous résume les différentes étapes nécessaires pour la caractérisation des 
LAM. Cette caractérisation consiste en une analyse cytogénétique et moléculaire très vaste 
permettant une adaptation du traitement des patients (Figure 28).   
 
 
Figure 28: Représentation schématique des analyses cellulaires, moléculaires et génétiques 
nécessaires pour l’établissement du diagnostic des LAM. (D’après (Renneville et al., 2008)). 
        
4. Concept de cellules souches leucémiques 
 
L’existence d’une population de cellules souches leucémiques (CSL) possédant des 
propriétés d’auto-renouvellement, capable d’initier la leucémie et de la maintenir à long 
terme, a été démontrée clairement en 1997. Ces travaux ont permis de mettre en 
évidence que seulement une très petite fraction des cellules leucémiques (0,2-1%) de 
phénotype immature (Thy- (CD90) CD34+ CD38-) était capable d’induire une leucémie chez 
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l’animal immuno-déficient ((Blair et al., 1997) ; (Bonnet and Dick, 1997)). L’hématopoïèse 
leucémique garde ainsi une organisation hiérarchisée sur le modèle des cellules 
hématopoïétiques normales (cf II. B. 1. Caractérisques). Le concept général de CSL est 
maintenant bien établi, il sert de référence pour l’identification de cellules souches 
cancéreuses dans les tumeurs solides.  
Ces compartiments ont une sensibilité différente à la thérapie, les chimiothérapies 
actuelles sont très efficaces dans l’éradication des populations leucémiques plus 
différenciées (CFU-L et blastes) mais moins efficaces sur le compartiment des cellules 
souches comme le montre la fréquence des rechutes. 
     
a) Origine des CSL 
 
Dans les LAM, comme dans la plupart des cellules cancéreuses, il est difficile d’identifier 
les cellules responsables du phénotype tumoral. Plusieurs hypothèses peuvent être 
formulées pour expliquer l’émergence des CSL (Passegue et al., 2003) : 
 
 - Les CSL, qui possédent des propriétés d’auto-renouvellement, de reconstitution 
de l’hématopoïèse chez l’animal immuno-déficient, de différenciation et de résistance à 
l’apoptose qui leurs sont propres, pourraient provenir de CSH ayant accumulé un certain 
nombre de mutations. 
. 
 - Les CSL pourraient provenir de progéniteurs plus matures où l’événement 
oncogénique conférerait aux CSL des caractéristiques de CS (parmi lesquelles l’auto-
renouvellement). Dans les LAM3, la translocation t(15;17) est absente dans les cellules plus 
différenciées CD34+ CD38+ contrairement aux cellules CD34+ CD38- (Turhan et al., 1995). 
Ainsi, les événements oncogéniques pourraient survenir tout au long du processus de 
différenciation mais la LAM ne s’exprimerait qu’à des stades de différenciation plus 
tardifs. Ainsi dans la grande majorité des cas, les caractéristiques de la LAM induite 
dépendraient strictement du blocage de différenciation de la population transformée 
 
 - L’événement oncogénique aurait lieu dans les CSH, mais ne créerait un phénotype 
tumoral qu’à des stades de différenciation plus tardifs. Dans les LAM t(8;21) en RC, les 
patients présentent des CSH non leucémiques portant la translocation et capables de se 
différencier normalement in vitro. Il est donc nécessaire qu’il y ait une mutation 





Figure 29: Modèles de leucémogenèse à partir de cellules souches hématopoïétiques. 
Trois scénarios sont possibles : a) La CSH est la cible de l’événement oncogénique, conduisant à une 
cellule pré-leucémique qui donnera une CSL (ou LSC) après acquisition de mutations secondaires. b) 
La CSH est la cible de l’événement oncogénique conduisant après différenciation à un progéniteur 
pré-leucémique qui donnera une CSL après acquisition de mutations secondaires. c) Le progéniteur 
myéloïde commun (CMP) subit les mutations initiales  donnant naissance à un progéniteur pré-
leucémique qui donnera une CSL après mutations additionnelles. (D’après (Jordan and Guzman, 
2004)). 
   
b) Caractérisation des CSL 
 
Elle repose sur les mêmes approches que celles qui sont utilisées pour caractériser les CSH, 
c’est-à-dire principalement de la cytométrie en flux et du tri cellulaire. Les CSL 
présentent des caractéristiques phénotypiques communes avec les CSH normales : CD34+ 
CD38- HLADR- (le plus souvent), mais d’autres marqueurs membranaires ont pu être 
identifiés permettant de discriminer les CSL des CSH, comme l’expression du CD123, 
l’antigène CLL1 (C type-like molecule 1) et le CD96. Le CD123 (IL-3-Rα) est exprimé sur les 
cellules leucémiques CD34+ CD38- et relativement peu sur les CSH normales (Jordan and 
Guzman, 2004). Plus récemment, l’antigène CLL1 a été mis en évidence à la surface des 
CSL et ne serait pas retrouvé au niveau des CSH normales (van Rhenen et al., 2007). En 
revanche, les CSL sont également caractérisées par l’absence d’expression des marqueurs 
CD117 (c-Kit) et CD90. 
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c) Anomalies des voies de signalisation 
 
Les études des voies de signalisation ont été principalement réalisées sur l’ensemble de la 
population leucémique, et les données portant sur l’activation de ces voies dans les CSL 
commencent à être décrites de même que quelques notions pharmacologiques (Bardet et 
al., 2006). La plupart des modèles de leucémogenèse ont montré que l’introduction de 
tyrosines kinases (TK) activées seules (FLT3-ITD, TEL-PDGFRα, BCR-ABL) dans des CSH de 
souris ne permet pas l’induction d’un phénotype leucémique. La transformation 
leucémique n’est observée que lorsque ces mutations des TK (dites mutations de classe I) 
sont associées à des mutations de facteurs de transcription (mutations de classe II). Les 
mutations des TK aboutissent à une activation constitutive des voies de signalisation d’aval 
de survie/prolifération comme les MAPK, PI3K/AKT, STAT. Des inhibiteurs 
pharmacologiques ciblant ces voies sont en cours d’évaluation dans des protocoles 
cliniques, seule l’association de ces inhibiteurs avec des agents chimiothérapeutiques 
semble prometteuse. 
 
(1) Rôle des STATs 
 
Les STATs sont activées par les récepteurs aux cytokines et aux facteurs de croissance à 
activité tyrosine kinase (TK). Ces récepteurs peuvent activer directement les STATs par 
phosphorylation ou par l’intermédiaire de tyrosines kinases cytoplasmiques comme KAK ou 
SRC. Après phosphorylation, les STATs forment des dimères immédiatement relocalisés au 
noyau et reconnaissent les régions promotrices de nombreux gènes. Dans un contexte 
oncogénique, les récepteurs à activité TK constitutivement activés comme BRC-ABL ou 
FLT3-ITD sont capables d’activer les STATs indépendamment des cytokines ou des facteurs 
de croissance ((Sternberg and Gilliland, 2004); (Benekli et al., 2003)). En effet, 
l’activation constitutive de STAT 5 est retrouvée lors d’autophosphorylation de FLT3 
dupliqué ou non. Dans les LAM, STAT 3 et STAT 5 sont activés dans respectivement 28 et 
22% de cas ((Xia et al., 1998) ; (Spiekermann et al., 2001) ; (Spiekermann et al., 2002)). 
De plus l’activation de STAT 3 représente un facteur pronostique péjoratif. Les patients 
ayant une activation constitutive de STAT 3 ont une survie sans maladie significativement 
plus courte, de façon indépendante de l’âge, du caractère secondaire de la leucémie et du 
caryotype (Benekli et al., 2002). De plus, les blastes de certains patients expriment STAT 
3β, qui est une isoforme tronquée en c-terminal, et a un rôle de dominant négatif vis-à-vis 
de STAT 3α. La dérégulation de la voie STAT peut également découler de leur activation 
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constitutive mais aussi de la production de cette isoforme tronquée STAT 3β qui conserve 
des capacités de dimérisation et de liaison à l’ADN (Benekli et al., 2002). Enfin, 
l’activation sélective de STAT 5 dans les CSH, mais pas dans les progéniteurs multipotents, 
induit une importante myéloprolifération, suggérant l’importance de STAT 5 phosphorylée 
dans l’auto-renouvellement des CSL (Kato et al., 2005). 
Les cibles des STATs ne sont pas connues dans les LAM. Toutefois, la surexpression de STAT 
5 ou l’expression de TEL-JAK, qui active constitutivement les STATs, peuvent générer un 
syndrome myéloprolifératif (Schwaller et al., 1998). Dans ces cellules, les protéines STAT 
contribuent à l’activation de la cyline D, de p21WAF1, BCL-xL, Pim1 et c-myc ((Dumon et 
al., 1999) ; (Matsumura et al., 1999) ; (Nosaka and Kitamura, 2002) ; (Takahashi et al., 
2004) ; (George et al., 2004)). Par ailleurs, FLT3-ITD, exprimé dans les cellules murines 
32D ou Ba/F3, induit l’activation de STAT 5 et contrôle l’expression des kinases Pim-1 et 
Pim-2 au niveau transcriptionnel et protéique ((Mizuki et al., 2003) ; (Zhang et al., 2000); 
(Adam et al., 2006)). 
L’ensemble de ces résultats met en évidence le rôle important des protéines STATs dans la 
stimulation de la prolifération des cellules leucémiques de LAM. 
 
(2) Rôle des ERK/MAPK 
 
La voie ERK est impliquée dans les phénomènes mitogéniques et anti-apoptotiques. 
L’activation aberrante des MAPK est un phénomène fréquent dans les LAM, elle est estimée 
entre 50 et 83% des cas selon les séries de patients étudiées ((Towatari et al., 1997) ; 
(Ricciardi et al., 2005) ; (Milella et al., 2001)). Dans la série la plus large (138 patients), la 
phosphorylation de MAPK est détectée dans 74% des cas. Cette activité anormale n’est pas 
corrélée à des mutations de l’oncogène ras. Il semble que l’activation constitutive de la 
voie ERK soit liée à une activation de MEK, une hyper-expression de ERK et une diminution 
de l’expression de la phosphatase PAC1 qui régule négativement ERK (Kim et al., 1999). Le 
pronostic des patients ayant une phosphorylation constitutive de MAPK est mauvais 
((Milella et al., 2003); (Kornblau et al., 2006)). Dans les échantillons où une activation 
constitutive est détectée, l’inhibition de ERK/MAPK par le PD98059 ou PD184352 induit une 
inhibition de prolifération par un blocage du cycle cellulaire associé à une stabilisation de 
p27KIP1 et une inhibition de la transcription de p21WAF1 (Milella et al., 2001). Ces résultats 
sont en accord avec d’autres travaux décrivant que des bas niveaux de p27KIP1 et des hauts 
niveaux de p21WAF1 confèrent un mauvais pronostic dans les LAM ((Yokozawa et al., 2000) ; 
(Zhang et al., 1995)). De plus, l’activation conditionnelle de cette voie par l’introduction 
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de formes actives de Raf dans des cellules hématopoïétiques murines, induit un phénotype 
leucémique chez la souris (Konopleva et al., 2005). Enfin, dans les cellules 
hématopoïétiques CD34+ normales, on ne détecte pas ou peu de phosphorylation de ERK à 
moins de les stimuler avec du G-CSF. De fait, le PD98059 induit peu toxicité sur les 
progéniteurs hématopoïétiques normaux (Milella et al., 2001). 
 
(3) Rôle de la voie PI3-kinase 
 
Plusieurs études récentes ont montré que la voie PI3-Kinase/AKT est activée dans les 
blastes leucémiques dans 50 à 91% des cas (Min et al., 2003). Les sous-unités p110α, -β, et 
–γ sont exprimées dans 50 à 70% des LAM mais à des niveaux variables alors que p110δ est 
constamment exprimée à des niveaux élevés ((Sujobert et al., 2005) ; (Billottet et al., 
2006)). Ainsi, un inhibiteur spécifique de cette isoforme, l’IC87114, empêche l’activation 
d’AKT dans les blastes au même titre que le LY294002, qui lui n’est pas spécifique d’une 
isoforme particulière. Le traitement avec ce composé inhibe la prolifération des cellules 
leucémiques avec une faible toxicité sans affecter celle des progéniteurs normaux 
contrairement au LY294002. L’activation de la voie PI3-Kinase n’est pas liée à des 
mutations de la sous-unité p110δ (Cornillet-Lefebvre et al., 2006). D’autre part, la 
phosphorylation constitutive d’AKT sur la thréonine 308 et la sérine 473 est rapportée dans 
50 à 70% des échantillons frais issus de patients atteints de LAM, de plus il a été mis en 
évidence par nos collaborateurs que la phosphorylation du résidu thréonine 308 est 
retrouvée dans les LAM de haut risque cytogénétique (Gallay et al., 2009). Cette 
phosphorylation précoce dans la différenciation hématopoïétique (cellules CD34+ CD38- 
CD123+) n’est pas retrouvée dans les cellules CD34+ normales. Plusieurs études ont établi 
que la phosphorylation d’AKT est un facteur pronostique péjoratif dans les LAM pour la 
survie globale ((Kornblau et al., 2006) ; (Min et al., 2003) ; (Gallay et al., 2009)), ceci 
pourrait en parti être du à l’induction de la délocalisation de p27KIP1 dans le cytoplasme 
loin de ses cibles conventionnelles (Min et al., 2004). Récemment la protéine PTEN, 
régulateur négatif de la voie PI3-Kinase/AKT, a été identifiée comme impliquée dans le 
maintien des CSH en contrôlant la balance quiescence/auto-renouvellement. En effet, 
l’inactivation de PTEN dans les CSH médullaires diminue leur expansion à long terme et 
altère leur capacité de reconstitution (Zhang et al., 2006). Ces effets peuvent être 
réversés par un traitement à la rapamycine, un inhibiteur de la kinase mTOR situé en aval 
d’AKT, qui rétablit l’hématopoïèse normale et empêche la leucémogenèse (Yilmaz et al., 
2006). Dans les LAM, une phosphorylation de PTEN a été mise en évidence dans 74% des cas 
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et est corrélée avec une diminution de la survie globale des patients (Cheong et al., 2003). 
Cette phosphorylation stabilise la molécule mais la rend aussi moins active, ce qui résulte 
d’une phosphorylation d’AKT signant l’activation de la voie PI3-Kinase. 
 
(4) Les voies apoptotiques 
Une des grandes propriétés des CSL est leur grande résistance au stress ; cet avantage de 
survie pourrait être mis à profit pour développer des mutations oncogéniques 
supplémentaires, voire même être à l’origine des nombreuses rechutes observées chez les 
patients atteints de LAM. 
De manière intéressante, le marqueur membranaire CD123 exprimé préférentiellement sur 
les CSL par rapport aux CSH, peut activer des membres de la famille Bcl2 mais aussi NF-κB 
(Guzman et al., 2001). Cette différence d’activation entre les CSH et les CSL a permis 
d’apporter de nouvelles perspectives thérapeutiques. Par contre, il existe d’autres modes 
possibles d’activation de NF-κB, par les voies PI3K et Ras notamment, activées par des 
mutations de récepteurs à activité TK, fréquentes dans les LAM, FLT3 notamment. Les 
membres de la famille Bcl-2 sont aussi dérégulés dans le contexte des LAM. En effet, les 
blastes de LAM expriment plus de Bcl-2 que leurs équivalents normaux et la sur-expression 
de Bcl-xL chez la souris participe au développement de LAM. D’autres études montrent que 
la transformation dans le lignage myéloïde impliquerait l’altération concomitante des deux 
voies d’apoptose, Fas et Bcl-2 (Traver et al., 1998).  
 
 
L’ensemble de ces recherches portant sur l’étude de la dérégulation des voies de 
signalisation cellulaire dans les LAM a permis la génération de diverses molécules 
pharmacologiques permettant un meilleur ciblage des cellules leucémiques en fonction de 





Figure 30: Ciblage pharmacologique des marqueurs de surface cellulaire et des voies de 
signalisation activées dans les CSL. (D’après (Krause and Van Etten, 2007)).  
 
5. Rôle du micro-environnement et de l’adhésion dans la 
leucémogenèse 
 
Parallèlement à l'altération des voies de signalisation, les propriétés d'adhérence et de 
migration, de prolifération et de survie des cellules leucémiques dépendent aussi de leur 
micro-environnement médullaire. Ces propriétés résultent de l'intégration cellulaire des 
signaux intrinsèques et extrinsèques à la cellule. L’impact du stroma médullaire dans les 
LAM est assez mal connu. 
En effet, il y a peu d’informations sur l’état des cellules stromales dans les LAM. 
Cependant, les perturbations fonctionnelles de la niche semblent évidentes. En effet, 
plusieurs groupes ont démontré, par exemple, que la néo-vascularisation est augmentée 
dans la MO des patients atteints de LAM ((Hussong et al., 2000) ; (Padro et al., 2000)). 
Ceci corrèle avec le fait que l’expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
(ainsi que de l’angiopoïétine-2 et de son récepteur Tie-2 (Schliemann et al., 2006)) est 
significativement augmentée dans la MO des patients (Bellamy et al., 1999) et représente 
un facteur de mauvais pronostic. De plus, les modifications de la niche avec 
principalement une augmentation de la production de cytokines, vont avoir pour 
conséquence l’existence d’un foyer inflammatoire présentant une concentration élevée de 
cellules immunitaires et de protéines matricielles. Plusieurs études proposent que des 
anomalies des cellules de l’immunité innée expliqueraient en partie la tolérance 
immunitaire aux blastes leucémiques ((Costello et al., 2002) ; (Fauriat et al., 2005)). De 
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plus, une différenciation de cellules de patients atteints de LAM in vitro peut aboutir à la 
génération de cellules leucémiques développant des caractéristiques de cellules 
dendritiques produisant une grande quantité de fibronectine, pouvant être à l’origine de 
l’amplification dérégulée des cellules leucémiques (Vialle-Castellano et al., 2004).  
 
Nous avons évoqué plus haut le rôle potentiel d’une dérégulation de c-Myc sur l’expression 
des intégrines/cadhérines, et sur l’ancrage des CSH dans leur niche. Dans le contexte 
leucémique, les CSL expriment les intégrines α4β1 et α5β1, cependant il a été mis en 
évidence une sur-expression de celle-ci dans les cellules leucémiques CD34+ (De Waele et 
al., 1999). Ces intégrines ont un rôle crucial dans le processus d’adhérence des blastes au 
micro-environnement médullaire dont la fibronectine (Stucki et al., 2001). De plus, les 
blastes pourraient secréter et exprimer à leur surface davantage de fibronectine (Vialle-
Castellano et al., 2004).  
Ainsi, la transformation leucémique des CSH s’accompagne certainement d’anomalies  
adhésives pouvant contribuer à la leucémogenèse. Cependant, très peu d’informations 
existent concernant l’influence de telles anomalies sur le plan fonctionnel. 
 
a) Impact de l’intégrine α4β1 sur la leucémogenèse 
 
L’intégrine α4β1 est exprimée à la surface des blastes et a été impliquée principalement 
dans la migration et l’adhésion au stroma médullaire (Burger et al., 2003).  
Son expression est associée à un mauvais pronostic, dont l’hyperleucocytose (Vila et al., 
1995) et de résistance aux drogues. En effet, l’utilisation in vitro d’anticorps spécifiques 
dirigés contre VLA-4 a mis en évidence que l’interaction entre VLA-4, à la surface des 
cellules leucémiques, et la fibronectine sur les cellules stromales, aurait un rôle majeur 
dans le pronostic des LAM (Matsunaga et al., 2003). De plus, Matsunaga et ses 
collaborateurs ont montré que les cellules leucémiques exprimant l’intégrine α4β1 
acquièrent une résistance à l’anoïkis et à l’apoptose induite par un agent 
chimiothérapeutique, via la voie de signalisation PI3-Kinase/AKT/Bcl-2 activée par 
l’interaction entre l’intégrine α4β1 et la fibronectine. Ils ont ensuite mis en évidence que 
la combinaison d’un anticorps dirigé contre cette intégrine et d’une anthracyline 
permettait d’obtenir 100 % de survie des souris atteintes de maladie minimale résiduelle 
(Matsunaga et al., 2003). Cependant, ils n’ont pas pris en compte la forte expression de 
l’intégrine α5β1 à la surface des cellules leucémiques pouvant être responsable de 
rechutes et de résistantes à la chimiothérapie. 
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b) Impact de l’intégrine α5β1 sur la leucémogenèse 
 
L’intégrine α5β1 est exprimée à la surface des cellules leucémiques et sa sur-expression a 
été déterminée en comparaison avec les cellules CD34+ normales (De Waele et al., 1999). 
Sa sur-surpression semble conférer une résistance à l’apoptose ainsi qu’un avantage 
prolifératif des blastes. En effet, la stimulation de cette intégrine par le SCF dans les 
cellules de LAM induit une augmentation de l’adhésion sur fibronectine, conduisant à une 
inhibition de l’apoptose et à une stimulation de leur prolifération, a contrario des cellules 
CD34+ normales (Bendall et al., 1998). Par ailleurs, une étude portant sur les mécanismes 
de résistance aux drogues des cellules leucémiques induite par l’adhésion (ou CAM-DR pour 
Cell Adhesion Mediated-Drug Resistance) montre l’implication de l’intégrine α5β1 
(Damiano et al., 2001).  
Enfin, dans le cas de Leucémie Myéloïde Chronique (LMC), l’intégrine α5β1 est aussi sur-
exprimée sur les cellules progénitrices leucémiques du fait de la présence de l’oncogène 
BCR-ABL provoquant l’adhésion à la fibronectine puis la prolifération cellulaire via la 
dégradation de p27KIP1 (Kramer et al., 1999). Ce résultat est d’autant plus intéressant que 
suite à la phase chronique de la LMC, les patients peuvent entrer dans une phase accélérée 
puis une crise blastique de LAM. Donc le processus d’acutisation de la LMC peut nous aider 
à mieux comprendre les mécanismes spécifiques de signalisation mis en jeu dans les LAM. 
Cependant, les études portant sur l’influence de l’oncogène sur l’adhésion à la 
fibronectine ou aux cellules stromales donnent des résultats contradictoires : tandis que 
certaines équipes montrent que la translocation BCR-ABL induit l’adhésion des cellules à la 
fibronectine ((Kramer et al., 1999) ; (Bazzoni et al., 1996)), d’autres suggèrent le 
contraire (Ramaraj et al., 2004). Par ailleurs, un travail récent soutient la première 
hypothèse selon laquelle les cellules exprimant l’oncogène BCR-ABL adhèrent plus 
fortement aux cellules stromales et cela via une augmentation de l’expression de 
l’intégrine β1 (Fierro et al., 2008).  
D’autres investigations seront donc nécessaires afin de déterminer précisément comment 
cet oncogène régule l’adhésion des cellules leucémiques à la matrice extra-cellulaire et 
quel impact fonctionnel cela leur confère ; ce qui sera d’un grand intérêt pour la 
compréhension des mécanismes de transformation cellulaire induits par cet oncogène. 
 
L’adhésion des CSL à la fibronectine par l’intermédiaire des intégrines α4β1 et α5β1 joue 
donc un rôle majeur dans la rétention des cellules leucémiques dans la niche, la régulation 
de la prolifération et de la survie de ces cellules. Pour ces raisons, il est intéressant de 
noter qu’il existe un peptide chimérique, appelé la RetronectinTM (Takara), qui possède, à 
 86 
la fois, le domaine CS-1 (site de liaison de l’intégrine α4β1) et le domaine CBD (site de 
liaison de l’intégrine α5β1) de la fibronectine. L’utilisation de ce peptide permettrait donc 
de cibler les cellules exprimant fortement ces deux intégrines, comme les cellules 
leucémiques, et d’augmenter l’action cytotoxique d’un agent chimiothérapeutique en 





III. Hématopoïèse et cycle cellulaire 
 
A. Cellules hématopoïétiques & Cycle cellulaire 
 
Les différents mécanismes de régulation mis en jeu au cours de l’hématopoïèse 
permettent de répondre rapidement et de manière très efficace à des stress 
hématologiques, comme une infection, une hémorragie, ou une exposition à des agents 
génotoxiques, grâce à la double capacité d’auto-renouvellement et de différenciation de 
la population des CSH. Le statut de prolifération des CSH doit ainsi être finement contrôlé 
pour assurer à la fois une production continue de progéniteurs hématopoïétiques en 
absence de stress et leur différenciation massive en condition de stress, sans bien sûr qu’il 
y ait épuisement du pool de CSH. Un tel contrôle nécessite une régulation appropriée de 
l’entrée et de la progression dans le cycle cellulaire, qui joue un rôle fondamental dans le 
devenir des CSH. L’activité des régulateurs du cycle cellulaire varie selon la population 
hématopoïétique considérée et par conséquent selon son niveau de différenciation 
hématopoïétique. 
 
1. Les CSH 
 
a) Statut du cycle cellulaire dans les CSH 
 
Le potentiel de reconstitution hématopoïétique, chez la souris immunodéficiente irradiée, 
dépend largement de la position des cellules hématopoïétiques dans le cycle cellulaire. En 
effet, ce potentiel est maximal pour les CSH quiescentes en phase G0 du cycle, et il 
diminue considérablement lorsque les CSH entrent en phase G1 ((Gothot et al., 1997); 
(Passegue et al., 2005)). Un travail récent a étudié plus finement la position des LT-CSH 
dans le cycle, et mis en évidence que les 2/3 sont quiescentes (phase G0) alors que le 1/3 
restant est en phase G1 et S-G2/M du cycle. Ces LT-CSH non quiescentes seraient déjà en 
cycle et/ou engagées dans le processus de différenciation, ainsi capables de se 
différencier rapidement en populations proliférantes ST-CSH et progénitrices 
multipotentes (Passegue et al., 2005). D’autre part, des expériences d’administration 
continue de BrdU (24 heures) réalisées chez la souris ont mis en évidence la faible 
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proportion de LT-CSH capables d’entrer en cycle au cours du temps. Cela sous-entendant, 
qu’une autre population, peut être les LT-CSH non quiescentes, soit capable d’entrer en 
cycle beaucoup plus rapidement, en cas de stress notamment. Seulement 24% des LT-CSH 
incorporent le BrdU en 24 heures, alors que plus de 50% des ST-CSH et progéniteurs 
multipotents sont BrdU positifs après 24 heures. ((Cheshier et al., 1999) ; (Passegue et al., 
2005)).  
Historiquement, les LT-CSH ont été identifiées et isolées uniquement sur la base de leur 
capacité à reconstituer l’hématopoïèse d’un hôte irradié, cependant l’évolution des 
techniques d’identification et de purification cellulaire permet de préciser le phénotype 
des LT-CSH et de faire avancer les connaissances dans le domaine de l’hématopoïèse et du 
cycle cellulaire.  
 
b) Régulateurs du cycle cellulaire dans les CSH 
 
L’entrée restreinte des CSH en cycle nécessite la régulation fine des différents activateurs 
et inhibiteurs du cycle cellulaire tant au niveau de leur expression que de leur activité. Les 
CDKI sont les protéines qui s’opposent à la progression du cycle cellulaire, elles sont donc 
impliquées dans le maintien de la quiescence des CSH chez  l’homme et la souris.  
 
(1) p21WAF1 & CSH 
 
Dans les souris déficientes en p21WAF1 (p21-/-), la population de CSH en phase G0 diminue, 
alors que celle des CSH en cycle augmente. Ces dernières perdent leurs propriétés de 
cellules souches en devenant sensibles au 5-FU et incapables de reconstituer 
l’hématopoïèse des souris immunodéficientes irradiées (Cheng et al., 2000b). Cela suggère 
que p21WAF1 restreigne l’entrée des CSH en cycle, préservant ainsi ces cellules de la 
toxicité des agents s’incorporant dans les cellules en cycle. Le maintien de la quiescence 
cellulaire par p21WAF1 consiste principalement à empêcher l’interaction entre CDK2 et le 
complexe p130-E2F4, maintenant ainsi les cellules en phase G0/G1 du cycle. 
Différentes protéines présentes dans les cellules hématopoïétiques sont capables de 
moduler l’expression de p21WAF1 : le facteur de croissance TGF-β1 naturellement produit 
par les CSH (Hatzfeld et al., 1991), les facteurs de transcription WT (wilms tumor 
protein) (Ellisen et al., 2001), MLL (Caslini et al., 2000), RB (Decesse et al., 2001). 
 89 
Néanmoins, l’implication de ces derniers facteurs dans le maintien de la quiescence 




La déplétion de p18INK4C entraîne une amélioration significative du potentiel de 
reconstitution hématopoïétique chez la souris due à une augmentation de l’auto-
renouvellement des CSH p18-/- (Yuan et al., 2004). p18INK4C semble donc jouer un rôle 
important en limitant l’auto-renouvellement des CSH in vivo. Dans les souris doublement 
invalidées pour p18INK4C et p21WAF1, la délétion de p18INKC s’oppose à la perte accélérée des 
CSH observée lors d’une reconstitution hématopoïétique par des CSH délétées pour 
p21CIP1/WAF1 (Yu et al., 2006). p18INK4C exerce son rôle en interagissant spécifiquement avec 
les CDK4 et 6, empêchant leur liaison avec la cycline D, en phase G1 précoce du cycle 
cellulaire. D’autre part, l'expression de la protéine p18INK4C est considérablement induite 
(de 12 à 50 fois) au cours de la myogénèse et de l’adipogénèse, mettant en évidence son 
rôle important dans l’induction et/ou le maintien de l’arrêt du cycle cellulaire lors du 
processus de différenciation (Phelps et al., 1998). 
 
(3) p16INK4A, p19ARF 
 
Les protéines p16INK4A et p19ARF sont impliquées dans l’auto-renouvellement des CSH via 
une régulation épigénétique par le répresseur transcriptionnel bmi-1, appartenant aux 
gènes de la famille polycomb. Cette famille de gènes a pour fonction le remodelage de la 
structure de la chromatine à travers la modification des histones. L’expression de bmi-1 
est restreinte à la MO chez l’homme et la souris, elle est élevée dans les CSH et diminue 
au cours de la différenciation hématopoïétique. Les souris bmi-1-/- meurent précocement 
(2 mois) d’une aplasie médullaire ((Jacobs et al., 1999) ;(Park et al., 2003)). p16INK4A et 
p19ARF inhibent l’interaction de la cycline D avec les CDK4 et 6, induisant ainsi un arrêt du 




Afin de s’affranchir de la redondance fonctionnelle des différents membres de la famille 
Rb, qui n’avait pas permis jusqu’alors de mettre en évidence un défaut phénotypique clair 
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au niveau de l’hématopoïèse, une équipe américaine a montré récemment que la délétion 
simultanée des trois gènes de la famille (pRB, p130 et p107) induit une perte de la 
quiescence des CSH. Des dérégulations comme l’activation du complexe CDK4-cycline D ou 
la perte de fonction de p16INK4A, conduisant à l’inactivation du suppresseur de tumeur Rb, 
ont été fréquemment décrites dans de nombreux cancers mais également dans les 
hémopathies telles que les leucémies et les lymphomes ((Leoncini et al., 2006) ; (Spike 
and Macleod, 2005)).    
 
(5) Les cyclines et CDK 
 
Les souris doublement mutées pour les gènes cdk4 et cdk6 meurent d’anémie sévère au 
stade embryonnaire (Malumbres et al., 2004). Malgré cette mortalité embryonnaire, 
l’analyse phénotypique révèle une prolifération cellulaire et une apoptose normales dans 
la plupart des tissus analysés, sauf pour le tissu hématopoïétique. Ces résultats mettent en 
évidence que les protéines Cdk4 et Cdk6 qui lient et sont activées par les cyclines de la 
famille D (D1, D2, D3) ne sont pas essentielles pour réguler l’entrée des cellules en cycle 
après une stimulation mitogénique dans la plupart des tissus, mais elles sont 
indispensables pour la mise en place d’une hématopoïèse normale. Une étude de Kozar 
portant sur l’analyse de souris délétées pour les 3 cyclines de la famille D, confirme que 
les cyclines D sont essentielles pour l’hématopoïèse, alors qu’elles ne sont pas essentielles 
pour la prolifération de nombreux tissus (Kozar et al., 2004). 
 
c) Niche hématopoïétique et cycle cellulaire 
 
Les interactions entre les CSH et leur microenvironnement médullaire appelé niche ont 
permis de faire avancer les connaissances dans le maintien de la quiescence des CSH. En 
effet, les CSH ont besoin de se détacher de leur niche dans laquelle elles sont maintenues 
pour entrer en division asymétrique et en expansion pour maintenir l’hématopoïèse. Il a 
été montré que le microenvironnement médullaire influence l’état de quiescence des CSH 
grâce à des interactions directes comme la formation de complexes β-caténine/N-
cadhérine entre les ostéoblastes et les LT-CSH (Zhang et al., 2003), ou bien Tie-
2/angiopoïétine-1 entre les ostéoblastes et les CSH quiescentes (Arai et al., 2004). 
Cependant, les acteurs du cycle cellulaire mis en jeu après stimulation par le 
microenvironnement ont été peu étudiés. Une étude rapporte que l’engagement de la β1-
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intégrine, constituant majeur de la fibonectine, inhibe l’entrée et la progression en phase 
S des cellules hématopoïétiques immatures CD34+ grâce à l’augmentation de p27KIP1, 
inhibiteur du complexe CDK2-cycline E et de l’activité de CDK2 (Jiang et al., 2000). 
Les analyses des différents mutants des acteurs du cycle (p21WAF1, p27KIP1, p16INK4A, p18INK4C, 
p19ARF, RB), précédemment mentionnés, ont permis de mettre en évidence leur influence 
sur le devenir des CSH. Néanmoins, l’utilisation de délétions conditionnelles restreintes au 
compartiment des CSH permet de préciser le rôle de ces acteurs dans l’hématopoïèse. En 
effet, la délétion conditionnelle de la protéine RB entraîne un désordre myéloprolifératif 
caractérisé par une hématopoïèse extra-médullaire et la mobilisation des cellules 
primitives dans la périphérie (Walkley et al., 2007). Ce phénotype n’est pas observé 
lorsque les CSH rb-/- sont maintenues dans un microenvironnement sain, démontrant ainsi 
que RB contrôle les CSH de manière extrinsèque en maintenant la compétence du 
microenvironnement à supporter une hématopoïèse normale. Ce phénomène ne semble pas 
restreint à RB puisque cela est aussi le cas pour p27KIP1. En effet, l’hyperplasie des cellules 
hématopoïétiques du thymus et de la rate n’est observable qu’à condition que les souris 
receveurs soient aussi p27-/-.  
Ce résultat soulève donc l’importance du contexte environnemental dans la régulation des 
fonctions des CSH et le rôle majeur que semblent jouer les acteurs du cycle cellulaire dans 
la régulation de ce microenvironnement.          
 
2. Au cours de la différenciation hématopoïétique 
 
a) Cycle cellulaire & différenciation 
 
Le processus de différenciation hématopoïétique s’accompagne d’une réduction 
significative du pourcentage de cellules en phase G0 du cycle cellulaire : 67% pour les LT-
CSH, 59% pour les ST-CSH, 50% pour les progéniteurs multipotents, 49% pour les 
progéniteurs myéloïdes communs, et 4% pour les progéniteurs myélomonocytiques 
(Passegue et al., 2005). De plus, les progéniteurs myéloïdes communs et les progéniteurs 
myélomonocytiques sont capables de cycler en 24 heures comme le montre l’incorporation 
du BrdU après injection intrapéritonéale chez la souris. 
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De manière assez surprenante, alors que p21WAF1 semble indispensable à l’inhibition de 
l’entrée des CSH en cycle, cette protéine est fortement exprimée dans les populations en 
cycle plus différenciées : les progéniteurs et précurseurs hématopoïétiques (Steinman et 
al., 1998). La déplétion de p21WAF1 chez la souris induit une diminution du nombre de 
progéniteurs myéloïdes, mettant en évidence son rôle dans la réplication et la survie des 
progéniteurs. Ce rôle atypique de p21WAF1 dans l’expansion du pool de progéniteurs 
refléterait sa capacité à augmenter la liaison du complexe CDK-cycline, facilitant ainsi 
l’entrée des cellules en phase S (LaBaer et al., 1997). D’autres études portant sur la 
différenciation des cellules hématopoïétiques ont mis évidence le rôle direct de p21WAF1 
dans ce processus, écartant ainsi une action indirecte à travers l’arrêt du cycle cellulaire 
associé au processus de différenciation ((Steinman et al., 1998) ; (Freemerman et al., 
1997)). Toutefois, ce rôle semble être redondant puisque d’autres CDKI comme p19ARF ou 
p27KIP1, ou les membres de la famille RB, participent aussi à la différenciation 
hématopoïétique (Mori et al., 1999). 
De nombreux facteurs influencent le rôle de p21WAF1 au cours de la différenciation : le 
répresseur AML1 (Lutterbach et al., 2000), les activateurs hox A10 et E2F1 ((Bromleigh and 
Freedman, 2000) ; (Gartel et al., 1998)) pour l’expansion des progéniteurs, et plus 
tardivement les protéines CEBPα et STAT ((Harris et al., 2001); (Coqueret and Gascan, 




Les souris déficientes pour p27KIP1 présentent une augmentation du nombre de progéniteurs 
alors que le nombre de CSH reste constant (Cheng et al., 2000a). Ce phénotype met en 
évidence le rôle de p27KIP1 dans le contrôle de la division cellulaire au niveau des 
progéniteurs. En condition normale de croissance, l’expression importante de p27KIP1 
restreint le statut de prolifération des progéniteurs, en revanche en présence de certaines 
cytokines, la répression de p27KIP1 va permettre une augmentation de l’entrée en cycle des 
progéniteurs (Hoshikawa et al., 1998). Bien que les mécanismes d’action des différentes 
cytokines ne soient pas complètement élucidés, un certain nombre ont été décrits. La 
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régulation négative de p27KIP1 dépendante des cytokines peut faire intervenir le répresseur 
transcriptionnel STAT3, l’activateur transcriptionnel forhead protein (FKHR-L1), le 
protéasome, mais également des mécanismes de relocalisation cytoplasmique de la 
protéine (Yaroslavskiy et al., 1999). 
Comme pour p21WAF1, p27KIP1 ne semble pas strictement nécessaire pour la différenciation 
hématopoïétique. Toutefois, contrairement à p21WAF1, la déplétion de p27KIP1 entraîne un 
déséquilibre de la différenciation hématopoïétique, avec une augmentation de la 
population progénitrice et une diminution des neutrophiles (de Koning et al., 2000).  
Le concours simultané des régulateurs p21WAF1 et p27KIP1 semble important pour permettre 
la sortie du cycle cellulaire et la différenciation terminale mégacaryocytaire (Taniguchi et 
al., 1999).  
 
 
(3) Autres régulateurs du cycle cellulaire 
 
Le fait que chez la souris le double mutant p21-/- et p27-/- soit viable suggère que 
d’autres régulateurs du cycle cellulaire soient nécessairement mis en jeu durant la 
différenciation cellulaire. Cependant, peu de données bibliographiques rapportent 
l’importance d’autres régulateurs du cycle cellulaire dans la différenciation 
hématopoïétique. Les cyclines sont impliquées dans ce processus, une diminution de leur 
expression a été mise en évidence lors de la différenciation. Cependant, l’importance 
d’une cycline particulière dans ce processus varie selon le lignage hématopoïétique 
considéré. La cycline D1 est plus impliquée dans la différenciation des LT-CSH en ST-CSH 
et progéniteurs multipotents (Passegue et al., 2005), alors que les cyclines D2 et D3 
seraient impliquées dans la différenciation granulocytaire (Kato and Sherr, 1993). 
 
Les acteurs du cycle cellulaire possèdent des fonctions importantes dans la régulation de 
l’entrée en cycle au cours de la différenciation des cellules hématopoïétiques. Les études 
qui se sont intéressées à cette problématique soulèvent d’autres questions notamment 
celles de la régulation et de la fonction des CKI dans d’autres processus que l’arrêt du 




B. Dérégulation des acteurs du cycle cellulaire dans les LAM 
1. Cycle cellulaire & LAM 
 
Nous venons de voir les nombreux acteurs mis en jeu dans la régulation très fine du cycle 
cellulaire permettant le maintien de la balance quiescence/auto-
renouvellement/différenciation hématopoïétique. La moindre anomalie d’un de ces 
acteurs peut impacter sur cette balance et contribuer à l’initiation du processus de 
leucémogénèse, cependant, ces anomalies peuvent aussi être la résultante de ce 
processus.  
Il a été constaté depuis quelques années que des dérégulations du cycle cellulaire peuvent 
constituer de nouveaux mécanismes de résistance sélectionnés par les cellules 
leucémiques pour échapper à la mort cellulaire induite par les agents 
chimiothérapeutiques. C’est ainsi que les cellules leucémiques immatures ont développé la 
capacité de prolonger l’arrêt en phase G2/M du cycle, en présence d’agents 
endommageant l’ADN ((Bruno et al., 1998) ; (Clave et al., 1997)). Ce mécanisme peu 
documenté dans la bibliographie nécessite probablement différentes dérégulations des 
acteurs de la phase G2/M du cycle cellulaire. Ce point a fait l’objet de nos publications et 
sera abordé dans la partie Résultats et Discussion. 
Dans les hémopathies, contrairement aux cancers solides, la mutation du gène suppresseur 
de tumeur p53 est peu fréquente, cependant cette fréquence augmente considérablement 
dans certains groupes tels que les patients de haut risque cytogénétique présentant un 
caryotype complexe. Compte tenu de la faible fréquence des mutations de p53 dans les 
LAM, le point de contrôle G1/S est à priori opérationnel, ce qui constitue une grande 
différence avec les cancers solides.  
 
2. Régulateurs du cycle cellulaire & LAM    
a) Cyclines & LAM 
 
Les cyclines étant des régulateurs positifs du cycle cellulaire, leurs surexpressions ont été 
retrouvées dans de nombreux cancers, d’autre part, des dérégulations de la voie de 
signalisation CDK4/6-cycline D-Rb contrôlant la transition G1/S ont également été mises en 
évidence dans de nombreux cancers. Une surexpression de la cycline A1 a été mise en 
évidence dans des hémopathies à différenciation myéloïde avec une plus forte incidence 
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dans des échantillons de LAM ((Kramer et al., 1998) ; (Yang et al., 1999)). De manière 
intéressante, la surexpression spécifique de la cycline A1 dans le lignage myéloïde chez la 
souris conduit à une augmentation du nombre de cellules immatures et induit un 
phénotype leucémique dans 15% des cas (Liao et al., 2001). D’autre part, la cycline A1 
surexprimée dans les souris transgéniques présente une localisation anormalement 
cytoplasmique, ces anomalies de localisation ont par ailleurs été trouvées dans les lignées 
cellulaires de LAM et dans les échantillons de LAM (Ekberg et al., 2004). Ainsi, l’expression 
anormale et/ou la localisation cytoplasmique de la cycline A1 dans les cellules myéloïdes 
immatures pourraient perturber la transition G1/S et ainsi leur différenciation. 
Quelques études portant sur les LAM ont mis en évidence des anomalies d’expression et/ou 
de localisation des autres cyclines, en particulier une localisation cytoplasmique anormale 
de la cycline B1 dans 76% d’échantillons de LAM (Ersvaer et al., 2007) et une surexpression 
de la cycline E dans 27% d’échantillons de LAM (Iida et al., 1997). 
 
b) CDKI & LAM 
 
Les CDKI étant des régulateurs négatifs de la progression dans le cycle cellulaire, 
différents mécanismes conduisant à leur inactivation ont été décrits dans les cancers.  
Dans les tumeurs, l’expression et/ou l’activité de p27KIP1 est souvent diminuée, faisant 
intervenir différents mécanismes tels qu’une séquestration cytoplasmique ou une 
augmentation de sa dégradation (Blain et al., 2003). La localisation cytoplasmique de 
p27KIP1 est d’ailleurs associée à des cancers de grades avancés et de mauvais pronostic 
((Singh et al., 1998) ; (Viglietto et al., 2002)). La voie de signalisation AKT/PKB est 
impliquée dans la régulation négative de p27KIP1, les mécanismes mis en jeu impliquent la 
protéolyse (Sun et al., 1999), la répression transcriptionnelle via le facteur 
transcriptionnel FKHR-L1 (forhead protein) (Medema et al., 2000), ou bien la séquestration 
cytoplasmique de p27KIP1 ((Viglietto et al., 2002) ; (Shin et al., 2002)). Dans les LAM, il été 
mis en évidence que la suractivation de la voie AKT/PKB, fréquente dans les LAM, 
augmente la localisation anormalement cytoplasmique de p27KIP1. Cette localisation 
anormale est associée à une diminution de la survie chez les patients atteints de LAM (Min 
et al., 2004). 
De même que pour p27KIP1, l’expression de p15INK4b est très souvent diminuée voire perdue 
dans les hémopathies myéloïdes et lymphoïdes. Le mécanisme le plus courant conduisant à 
l’inactivation de p15INK4b est l’hyperméthylation de son promoteur dans 80% des cas de 
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LAM. Chez la souris, la perte d’un allèle du gène INK4b induit une augmentation de la 
susceptibilité à développer une leucémie (Rosu-Myles and Wolff, 2008). 
Un article a mis en évidence une surexpression des autres protéines de la famille INK4, 
p18INK4c et p19INK4d, dans des échantillons de LAM ainsi que dans les progéniteurs normaux 
par rapport aux populations plus différenciées granulocytaires et monocytaires. Ce résultat 
suggère que le maintien de l’expression de ces CDKI dans les LAM pourrait contribuer au 
blocage de la différenciation caractéristique de ces cellules (Tschan et al., 1999). 
Très récemment, une étude publiée dans le journal Nature a montré le rôle critique de 
p21WAF1 dans l’initiation et le maintien de la leucémogénèse (Viale et al., 2009). Les 
résultats de l’étude mettent en évidence que l’expression des protéines de fusion 
oncogéniques telles que PML-RAR ou AML1-ETO dans les CSH induit des dommages sur 
l’ADN et un ralentissement du cycle cellulaire dépendant de p21WAF1, permettant la 
réparation des dommages. p21WAF1 joue donc un rôle important dans l’accumulation de CSH 
génétiquement instables.       
 
c) Kinases du cycle cellulaire & LAM 
 
Depuis peu, des études portant sur différentes kinases du cycle cellulaire telles que Aurora 
A et B ou PLK1, ont mis en évidence qu’elles aussi peuvent être exprimées de façon 
aberrante dans les LAM. Les kinases Aurora A ou B, impliquées dans la régulation de la 
mitose, sont exprimées de manière variable dans des lignées cellulaires de LAM, et 
surexprimées dans des échantillons de LAM en comparaison avec des cellules normales. 
L’utilisation d’inhibiteur spécifique de ces kinases (ZM447439) provoque un arrêt de 
croissance et l’apoptose des cellules de LAM, suggérant que ces kinases contribuent aussi 
de façon importante au développement de la maladie (Ikezoe et al., 2007).  
D’autre part, une étude plus récente menée par le même groupe vient de mettre en 
évidence la surexpression aberrante de la kinase PLK1 dans des lignées cellulaires de LAM 
et dans des échantillons de LAM, cette kinase est impliquée dans l’entrée des cellules en 
mitose, la formation du fuseau mitotique, ou encore la cytokinèse. L’invalidation de PLK1 
par interférence à l’ARN ou l’utilisation d’inhibiteur pharmacologique (GW843682X) 
permettent également une inhibition de la prolifération des cellules de LAM (Ikezoe et al., 
2009). Des résultats similaires ont été obtenus par nos collaborateurs qui ont mis en 
évidence une perte des capacités clonogènes des échantillons de LAM en présence de 
l’inhibiteur de PLK1 BI2536. Celui-ci a peu d’effet sur les cellules progénitrices myélïdes 
normales (Renner et al., 2009).  
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Enfin, une stratégie d’inhibition de la kinase CHK1, impliquée dans le point de contrôle 
G2/M du cycle cellulaire, a été utilisée en combinaison avec l’agent chimiothérapeutique 
ara-C dans des échantillons de LAM. L’utilisation de cet inhibiteur après un traitement à 
l’ara-C chez les patients induit une diminution de l’activation des protéines CHK1 et AKT. 
Il permet également de diminuer la capacité clonogène des cellules de LAM (Sampath et 
al., 2006). Jusqu’à présent, aucune étude n’a mis en évidence de dérégulation de la kinase 
CHK1 dans les LAM, ceci a fait l’objet d’une partie de mon travail de thèse et sera 
développé dans la partie Résultats et Discussion. 
 
d) Rb & LAM 
 
La protéine RB semble aussi être dérégulée dans les LAM. Sa perte d’expression ou son 
hyperméthylation ont été constatées dans 27% et 17% des LAM respectivement. 
 
 
Les différentes dérégulations constatées des acteurs du cycle cellulaire mettent en 
évidence la place importante qu’ils jouent dans les LAM. En effet, chaque acteur 
contribuant à moduler la balance quiescence/auto-renouvellement/différenciation peut 
potentiellement être impliqué ans le processus de leucémogenèse. Ce constat souligne 
l’importance de l’étude de ces acteurs dans cette pathologie dans le but d’apporter de 
nouvelles solutions thérapeutiques en manipulant pharmacologiquement ces voies.   
 
3. Microenvironnement médullaire & LAM  
 
Dans les LAM, le rôle de l’adhésion à la MEC sur la prolifération cellulaire reste peu 
documenté. Une étude assez ancienne a mis en évidence qu’une exposition des cellules de 
LAM au facteur de croissance SCF augmente leur adhésion à la fibronectine. Ce mécanisme 
s’accompagne d’une inhibition de l’apoptose et d’une augmentation de la prolifération des 
cellules de LAM (Bendall et al., 1998). Plus récemment, une étude de nos collaborateurs a 
mis en évidence l’implication de la phosphatase CDC25 A dans la prolifération induite par 
l’adhésion à la fibronectine dans différentes lignées cellulaires de LAM et dans des 
échantillons de LAM (Fernandez-Vidal et al., 2006). L’expression augmentée de CDC25A 
implique la voie de signalisation PI3K/AKT/mTor, la protéine CHK1 et la machinerie de 
dégradation dépendante du protéasome.    
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Bien que quelques articles de la littérature décrivent des dérégulations de plusieurs 
acteurs du cycle cellulaire dans les LAM, peu d’études se sont intéressées aux mécanismes 
moléculaires conduisant à ces dérégulations ainsi qu’aux conséquences fonctionnelles que 























PRESENTATION DES ETUDES 
 
Mon projet de thèse a été réalisé sous la co-direction du Pr. Bernard Ducommun (LBCMCP-
CNRS UMR5088) et du Dr Cécile Demur (praticien hospitalier au laboratoire d’hématologie 
et INSERM U563). Il s’inscrit dans le cadre d’une collaboration étroite mise en place depuis 
trois ans entre les laboratoires des deux co-directeurs. Il s’appuie sur la création d’une 
localisation secondaire de l’UMR5088 en milieu hospitalier et le développement d’un 
projet de recherche sur le cycle cellulaire dans les hémopathies soutenu par l’INCa. Au 
cours de ma thèse, nous avons publié trois articles soulignant l’importance du cycle 
cellulaire dans la chimiorésistance des LAM d’une part et sa contribution dans l’instabilité 
génétique des LAM d’autre part. Nos deux publications majeures sont citées ci-après, elles 
seront reprises en détail dans les parties I et II du chapitre Résultats et Discussion, notre 
troisième article a fait l’objet d’une publication dans le journal European Journal of 
Pharmacology (2008 Sep 4 ;591(1-3) :102-5) et est rapporté dans l’annexe 2:   
 
J’ai présenté dans l’introduction générale quelques données bibliographiques concernant 
le rôle peu décrit du cycle cellulaire dans la chimiorésistance des Leucémies Aiguës 
Myéloïdes (LAM). La première partie de mes travaux a donc eu pour but d’évaluer la 
fonctionnalité et l'implication du point de contrôle G2/M du cycle cellulaire dans deux 
lignées cellulaires de LAM (KG1a CD34+ et U937 CD34-) en réponse un l’agent responsable 
de cassures double brin, l'étoposide. L’efficacité de ce point de contrôle étant différente 
selon le degré de maturation des cellules, nous avons analysé les profils d’expression de 
cinq acteurs majeurs du point de contrôle G2/M et la reprise en mitose après dommages. 
Nous avons porté notre attention sur la kinase CHK1 qui est essentielle pour l’arrêt en 
phase G2 du cycle après dommages et dont l’invalidation induit une chimiosensibilisation à 
la fois des cellules KG1a mais également des cellules issues de patients atteints de LAM. 
 







Dans la deuxième partie de mes travaux, je me suis intéressée au statut d’activation de la 
protéine CHK1, acteur majeur de la voie des dommages à l’ADN dans les cellules de 
patients atteints de LAM. L’activation spontanée et variable détectée dans 50 échantillons 
de LAM m’a amenée d’une part à établir des corrélations entre ces profils d’activation et 
les caractéristiques moléculaires et caryotypiques des échantillons ; et d’autre part à 
évaluer la présence de dommages spontanés dans ces cellules. J’ai poursuivi cette étude 
en faisant des comparaisons de sensibilité et de chimiosensibilisation lors de l’invalidation 
ou de l’inhibition de la kinase CHK1 dans des cellules de LAM de niveaux de dommages 
variables. 
 







I. Analyse du point de contrôle G2/M dans des lignées 




La prise en charge des patients atteints de LAM repose sur l’utilisation d’agents 
chimiothérapeutiques, la cytarabine (ara-C) et une anthracycline (habituellement la 
daunorubicine). Ces traitements permettent la mise en rémission complète de plus de 70% 
des cas de LAM. Ce pourcentage est cependant très variable selon le type, les antécédents, 
et l’âge du patient. Dans tous les cas, les rechutes sont très fréquentes, de l’ordre de 50 à 
80%. Cette observation clinique suggère que la chimiothérapie est très efficace dans 
l’éradication des cellules progénitrices leucémiques plus différenciées mais beaucoup 
moins dans le compartiment des cellules immatures, dont les cellules souches 
leucémiques, responsables des rechutes, font partie. De nombreux mécanismes impliqués 
dans la résistance des cellules leucémiques immatures ont été mis en évidence parmi 
lesquels l’efflux des drogues du type anthracycline par la protéine Pgp, des capacités de 
réparation supérieures notamment par le système MMR, la quiescence des cellules, 
l’inhibition de la réponse apoptotique… L’équipe du Pr. Guy Laurent a largement contribué 
à décrire ces différents mécanismes de résistance dans la lignée KG1a (Laurent and 
Jaffrezou, 2001). 
Depuis une dizaine d’années, quelques publications ont envisagé la contribution des 
acteurs du cycle cellulaire dans la résistance des cellules leucémiques aux agents 
chimiothérapeutiques. L’une des premières études datant de 1998 a pu mettre en évidence 
qu’un prolongement du point de contrôle G2/M du cycle en réponse aux radiations 
ionisantes induit un échappement des cellules immatures à l’apoptose, même si le message 
principal de la publication ne traitait pas ce sujet directement (Bruno et al., 1998). De 
même, des profils de réponses variables ont été obtenus lors de l’utilisation de la 
calicheamycine sur différentes lignées cellulaires de LAM, avec pour certaines des arrêts 
en phase G2 permettant un échappement à l’apoptose (Amico et al., 2003). Dans une 
étude plus récente datant de 2006, Sampath et ses collaborateurs ont mis en évidence une 
activation variable de la kinase CHK1 dans une série de 12 patients atteints de LAM 
réfractaires au traitement (Sampath et al., 2006). 
Dans ce contexte, et compte tenu du peu de données bibliographiques concernant le 
véritable impact du cycle cellulaire sur la réponse aux agents endommageant l’ADN, il nous 
est apparu pertinent d’évaluer de manière beaucoup plus précise la fonctionnalité et 
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l'implication du point de contrôle G2/M dans des lignées cellulaires de LAM en réponse à un 




Dans cette première étude menée en collaboration avec C. Didier, nous avons comparé 
deux lignées cellulaires de LAM qui présentent de nombreuses anomalies cytogénétiques: 
les cellules de lignée cellulaire KGIa myéloblastiques immatures CD34+ et les cellules de la 
lignée U937 monoblastiques CD34-. Sur ces lignées, nous avons évalué l’efficacité du point 
du contrôle G2/M en présence d’étoposide.  
Cette étude nous a permis de mettre en évidence que les cellules KG1a possèdent un point 
de contrôle G2/M beaucoup plus efficace que les cellules U937 puisqu’elles ne reprennent 
leur progression en mitose qu’une fois les dommages réparés ; la phosphatase CDC25B 
jouant un rôle clé dans l’entrée en mitose après dommage. D’autre part, l’invalidation de 
la protéine CHK1, par interférence à l’ARN ou par l’agent pharmacologique UCN-01, inhibe 
le point de contrôle G2/M et induit une catastrophe mitotique permettant une 
sensibilisation à l’étoposide à la fois des cellules KG1a mais également des cellules 
d’échantillons myéloïdes issus de patients atteints de LAM.  
Ces résultats mettent en évidence que l’efficacité du point de contrôle G2/M varie dans 
les cellules de LAM et probablement au cours de la différenciation hématopoïétique. Ce 
mécanisme confère à la cellule immature un mécanisme de protection supplémentaire 
pouvant être responsable de la résistance aux traitements. Ce travail montre également la 
pertinence de l'utilisation des traitements combinant des inhibiteurs des acteurs du point 
de contrôle G2/M et des agents endommageant l’ADN. 
 
Ce travail est présenté en détail dans la publication suivante.  
 

and their inactivation appears to be essential for cell
cycle arrest (see (Boutros et al., 2006) for review). Cdk1
is also kept inactive via inhibitory phosphorylation by
the WEE1 kinase (Smits and Medema, 2001).
Once DNA damage is repaired, the DNA-damage
checkpoint is silenced so that cell cycle progression is
allowed to resume. It has been shown that CDC25B is
essential in the recovery of the cell after DNA-damage
checkpoint-induced arrest (van Vugt and Medema,
2004; van Vugt et al., 2004; Bugler et al., 2006).
Similarly, the PLK1 kinase is also required in this
pathway, probably by participating in the control of the
proteasomal degradation of the WEE1 inhibitory kinase
(Watanabe et al., 2005) and claspin (Mamely et al.,
2006), a process that depends on the SCFbTrCP
ubiquitin ligase (Mailand et al., 2006; Peschiaroli
et al., 2006).
Checkpoint pathways activated in response to DNA
damage appear to be central to the response of cells to
chemotherapeutic agents and in the ability of tumor cells
to develop chemoresistance. In this study, we investi-
gated this issue in AML cells. We have examined the
expression and function of CDC25B, CHK1, PLK1,
WEE1 and claspin in regulating the checkpoint induced
by a DNA-damaging agent. We demonstrate that
UCN-01 can abrogate the G2 checkpoint and increase
both the cytotoxicity of DNA-damaging agents
and apoptosis, in AML cell lines and in primary
leukemia cells.
Results
KG1a cells display a more stringent control of the G2/M
checkpoint than U937 cells
We compared the abilities of immature CD34þ (KG1a)
and mature CD34 (U937) AML cell lines to enter into
mitosis upon activation of a DNA damage-dependent
G2/M checkpoint. To monitor entry into mitosis, we
analyzed cell cycle progression using a protocol
based on the previously described ‘mitotic trap’ assay
(Roberge et al., 1998). As schematically depicted in
Figure 1a, cells were treated with etoposide (VP-16) for
1 h then released in VP-16 free media for an additional
23 h to allow DNA-damage checkpoint activation and
cell cycle arrest in late G2-phase. In addition, nocoda-
zole was added to the media, thus trapping the cells that
could overcome or exit the G2/M checkpoint in a
mitosis-like state. Flow cytometry and phospho-histone
H3 antibodies were used to monitor cells entering into
mitosis and the presence of DNA damage was detected
by gH2AX antibodies. As shown in Figure 1b, in the
absence of activation of the G2/M checkpoint by VP-16,
most of the U937 and KG1a cells proceeded into mitosis
where they were blocked by nocodazole treatment.
When the cells were treated with VP-16, DNA damage
induced a cell cycle arrest at the G2/M checkpoint and
subsequent entry into mitosis was found to depend upon
the concentration of VP-16. However, we found
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Figure 1 Evidence for a more stringent control of G2/M checkpoint in KG1a cells than in U937 cells. (a) Experimental procedure
adapted from (Roberge et al., 1998). (b, c) U937 and KG1a cells were treated with increasing concentrations of VP-16 for 1 h then
released in drug free media in the presence of nocodazole (50 or 100 ngml1, respectively) for an additional 23 h. Flow cytometry was
used to monitor mitosis using phospho-histone H3/Alexa488 antibodies and the presence of DNA damage with gH2AX/Alexa568
antibodies. The results presented here are representative of three independent experiments.
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accumulated over time in the U937 versus KG1a cells.
For instance, after a treatment with 10 mM VP-16, 42%
of KG1a cells had entered mitosis in comparison with
12% of U937 cells. These observations are in agreement
with previous reports demonstrating that KG1a cells
have increased DNA-repair capacity (Humbert et al.,
2002). In the same experiment, we also examined the
G2/M checkpoint recovery efficiency by monitoring
histone-gH2AX labeling in mitotic cells, as it has been
shown that the level of its expression correlates with the
amount of double-strand breaks (DSBs) in the DNA
(McManus and Hendzel, 2005; Bouquet et al., 2006). As
shown in Figure 1c, a significant percentage of U937
cells exposed to VP-16 accumulated in mitosis in the
presence of DNA damage that probably resulted from
an early exit of the G2/M checkpoint (2 and 4.8% for 1
and 10 mM VP-16, respectively). In contrast, KG1a cells
that entered mitosis did not show any evidence of DNA
damage detectable with histone gH2AX labeling. These
results indicate that the mature U937 cell line has the
capacity to resume the G2/M checkpoint, a feature that
might contribute to its higher sensitivity to genotoxic
agents. In contrast, immature KG1a cells display a more
stringent G2/M checkpoint response, thereby control-
ling illegitimate entry into mitosis in the presence of
unrepaired DNA damage, a feature that probably
largely participates in their resistance to genotoxic
agents.
CDC25B plays a role in G2/M checkpoint recovery
In an attempt to further investigate the mechanism by
which leukemia cell lines are able to recover from the
DNA-damage cell cycle checkpoint in G2, we performed
similar experiments to that described in Figure 1a in the
presence of the BN82685 compound, a previously
described selective chemical inhibitor of CDC25 phos-
phatases (Brezak et al., 2005). We found that treatment
with VP-16 and BN82685 led to a significant decrease in
the percentage of mitotic cells over time in the U937
and KG1a cultures and that this occurred in a
BN82685 dose-dependent manner (Figures 2a and b),
indicating that mitotic entry was impaired following the
inhibition of all CDC25 phosphatases. To test the
specific role of the CDC25B phosphatase in checkpoint
recovery, we inhibited its expression with small inter-
fering RNA (siRNA) in mature U937 cells treated
with VP-16. As shown in Figure 2c (insert), transfection
with siRNA against CDC25B largely reduced its
protein level. To examine the consequence of this
partial inhibition on checkpoint recovery, siRNA
transfected cells were treated with VP-16 (2 mM) for 1 h
then incubated in fresh medium containing nocodazole
for 23 h. Entry into mitosis was monitored in the
population of siRNA transfected cells that were
identified by green fluorescent protein expression
in cotransfected cells. We found that CDC25B inhibi-
tion resulted in a partial but statistically significant
inhibition of checkpoint recovery and entry into mitosis
in comparison to cells treated with a control siRNA
(Figure 2c).
These data therefore confirm that CDC25B plays a
role in the control of entry into mitosis after a DNA
























































































Figure 2 CDC25B is a key actor in checkpoint recovery. (a) U937
cells were treated with 5 mM VP-16 for 1 h then with 50 ngml1
nocodazole together with increasing concentration of the CDC25
inhibitor BN82685. (b) Phospho-histone H3-positive KG1a cells
were treated with 70mM VP-16 and released in the presence
of nocodazole and increasing concentration of CDC25 inhibitor
BN82685. (c) U937 cells were transfected with siRNA
Duplex control or specific CDC25B siRNA together with
pRNAth1.1GFP, GFP encoding vector. After 23 h following VP-
16 treatment (2mM, 1 h), DNA content and phospho-histone H3
positivity were determined in the GFP-positive cells. Results are
expressed as mean of the percentage of fluorescence values±s.d.
of four independent experiments. ***Po0.01 (siRNAcontrol/
siRNACDC25B). GFP, green fluorescent protein; siRNA, small
interfering RNA.
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Expression of checkpoint regulators and cell cycle
progression in response to DNA damage in AML cell lines
The results presented above prompted us to investigate
the expression of CDC25B during the G2/M checkpoint
recovery in U937 and KG1a cells. These experiments
were performed using VP-16 concentrations that induce
comparative levels of DNA double-strand breaks in
both cells lines. Preliminary experiments demonstrated
that 5 and 70 mM VP-16 induced comparable amounts of
double-strand breaks in U937 and KG1a cell lines
(Supplementary Figure S1), and correspond to the IC25
for both cell lines (IC50 of 12 and 138 mM for U937 and
KG1a, respectively).
On the basis of these results, a time course monitoring
of CDC25B expression by western blot together with
cell cycle distribution analyses were performed in U937
and KG1a cells exposed to VP-16, 5 and 70 mM,
respectively (Figures 3a and b). U937 cells retained
modest CDC25B expression levels immediately after
VP-16 treatment (post-treatment), with the detection
of lower electrophoretic mobility forms of CDC25B,
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Figure 3 Expression of checkpoint regulators and cell cycle progression in AML cell lines treated with VP-16. (a) U937 cells were
exposed to VP-16 (5mM) for 1 h, subsequently released into fresh media and harvested at the indicated time point. Western blotting was
performed with anti-CDC25B and -actin antibodies. On the same samples, cell cycle distribution analyses were performed by flow
cytometry. (b) Similar experiments as in panel a were performed on KG1a cells treated with 70 mM VP-16. (c) Western blot analyses of
pSer317-CHK1, CHK1, PLK1, WEE1 and claspin in U937 and KG1a cells treated with 5 and 70mM VP-16, respectively. Actin level is
shown as loading control. AML, acute myeloid leukemia; CHK1, checkpoint kinase 1; PLK1, polo-like kinase 1.
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increase in the level of CDC25B was observed after 24 h,
concomitant with a progressive exit of the cells from the
G2/M checkpoint as shown by flow cytometry analysis
(Figure 3a). Similar results were observed in additional
experiments with VP-16 concentration up to 10 mM (data
not shown). Similar experiments performed on KG1a
cells revealed that the CDC25B protein levels also
progressively decreased after treatment, then recovered
to a high level at 36 and 48 h post-treatment. However,
in these cells, analyses of the DNA content showed an
intense and prolonged cell cycle arrest with a G2 DNA
content, but in the absence of significant cell death, as
shown by lack of cells with sub-G1 DNA content
(Figure 3b). A similar accumulation of CDC25B was
observed when the experiment was performed in the
presence of VP-16 concentrations ranging from 20 to
200 mM (data not shown).
These observations indicate that a strong increase in
the level of CDC25B is observed in U937 and KG1a
after DNA damage. However, only in U937 cells is this
increase associated with an ability to exit the G2/M
checkpoint. KG1a cells remain predominantly arrested
at the checkpoint and entry into mitosis is very limited.
Thus, from these experiments we can conclude that in
KG1a cells, the weak increase in CDC25B levels after
DNA damage does not seem to be sufficient to allow
checkpoint recovery.
To gain more insight into the molecular mechanisms
of the G2 checkpoint recovery, we monitored CHK1
and pSer317-CHK1 expression level by western blot
analyses in U937 and KG1a cells exposed to VP-16
(Figure 3c). No significant change in total CHK1
protein levels could be observed. However, in both cell
lines, a striking CHK1 activation was detected by
phosphorylation on S317 in response to genotoxic
stress. Interestingly, CHK1 phosphorylation appears
to decrease more rapidly in U937 than in KG1a. We
also examined PLK1 level and observed a minor
increase 24 h after VP-16 treatment in U937 cells,
concomitant with a progressive exit of the cells from
the G2/M checkpoint (Figure 3c). The PLK1 level was
also found to be significantly increased in KG1a cells,
but this was not correlated with exit from the G2 block.
We therefore addressed the question of PLK1 activity
by monitoring the levels of claspin and WEE1. As
shown in Figure 3c, claspin level initially increased in
U937 cells exposed to VP-16, then decreased at 24 and
48 h after treatment. By contrast, in KG1a cells, claspin
protein level rapidly increased and remained elevated
in response to VP-16. WEE1 protein level was found to
decrease at late time point in response to genotoxic
treatment in both cells lines.
Taken together, these observations are in favor of a
more intense and prolonged checkpoint activation in the
KG1a cell line than in U937 cells.
Combined exposure of KG1a immature AML cells to VP-
16 and UCN-01 results in dramatic checkpoint recovery
We next sought to overcome the G2/M checkpoint
mechanism in the KG1a cells using the CHK1 kinase
inhibitor UCN-01 (Graves et al., 2000). Recovery from
the G2/M checkpoint was examined by monitoring
the percentage of mitotic cells (Figure 4a) and by the
progressive entry into an apoptotic process (Figure 4b).
As shown, treatment of KG1a cells with 100 nM
UCN-01 alone already had a mitotic and proapoptotic
inducing effect, suggesting that CHK1 indeed exerts a
strong inhibitory effect on cell cycle progression.
Combination of UCN-01 with VP-16 treatment resulted
in a more significant increase in the percentage of
mitotic and apoptotic cells (Figures 4a and b).
To assess the specific role of CHK1, KG1a cells were
transfected with CHK1 siRNA, leading to an important
decrease in CHK1 protein level (Figure 4c). A significant
increase in mitotic population of cells transfected with
CHK1 siRNA was observed following VP-16 (10 mM)
exposure (Po0.001). Taken together, these findings
indicate that CHK1 siRNA abolishes the strong G2
checkpoint and sensitizes the immature KG1a cells to a
DNA-damaging agent.
Checkpoint recovery in AML blasts from patients
To examine the role of CHK1 in resistance of AML
blasts from patients, we evaluated whether the effect of
UCN-01 could sensitize the colony formation efficiency
of primary leukemic cells from patient samples to
treatment with VP-16. The colony formation efficiency
of AML blasts treated with VP-16 and/or UCN-01, was
monitored and the IC50 for VP-16 was determined
(Figure 5a). We found that combination with UCN-01
had a strong potentialization effect with an important
decrease of the IC50 for VP-16. The sensitization factor,
which is the ratio between the IC50 for VP-16 alone and
VP-16 in combination with UCN-01, was derived from
these data.
Based on these findings, we compared the sensitiza-
tion factors from 17 AML patients belonging to the M1
and M2 classes with those of AML patients belonging to
the M4 and M5 classes of the French–American–British
classification. As shown in Figure 5b, combination of
VP-16 with UCN-01 had a significant potentializing
effect on M1 and M2 (mean 2.1±0.4) compared to M4
and M5 groups (mean 1.0±0.1) (Po0.05, Figure 5b).
To elucidate the mechanism(s) by which M1 and M2
patients are more readily sensitized to UCN-01, we
evaluated in six patients from each group the total
CHK1 level and the phosphorylation of Ser345, an
indicator of its activation level. For this purpose, AML
blasts from patients were grown in EGM2 medium
in the presence of SCF, GM-CSF, IL-3 and Flt3 ligand
for 48 h before analyses. Cell cycle distribution was
monitored and no significant difference was observed
between the two groups (Supplementary Figure S2). As
shown in Figure 5c, we observed variability in CHK1
expression and activation level in the two AML patient
groups. However, these results could not be correlated
with sensibilization status.
In conclusion, these results indicate that in both
KG1a immature cells and leukemic progenitors cells
from AML patients, G2/M checkpoint recovery and
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enhanced cytotoxicity in response to genotoxic agents is
observed when the inhibition of CDC25B phosphatase
by CHK1 is prevented by UCN-01 treatment.
Discussion
It is generally believed that the inherent resistance of
cells to DNA-damaging agents is primarily due to their
ability to repair DNA damage (Warters et al., 1995; Bao
et al., 2006). However, increasing evidence also suggest
that the ability of a tumor cell that has been exposed to
DNA injury to exit from cell cycle arrest and enter
mitosis or on the contrary, to avoid illegitimate recovery
in the presence of persisting lesions, is central to its
sensitivity to genotoxic agents.
Acute Myeloid Leukemia cells are naturally resistant
to chemotherapeutics currently used in the clinic and a
highly significant proportion of patients relapse. Hence,
resistance of AML cells to chemotherapy has been
proposed to be associated with reinforcement of a DNA
damage-activated checkpoint (Clave et al., 1997; Bruno
et al., 1998). In the study reported here, we have
investigated this issue at the molecular level in AML cell
lines and in leukemic progenitor cells from AML
patients.
In the first place, exit from a G2/M cell cycle arrest
was examined in mature and immature leukemia cells
following exposure to genotoxic agents. We demonstrate
that the response of leukemia cells to genotoxic stress
differs, depending on the cell type. Immature KG1a cells
were found to tightly control their DNA-damage
checkpoint, which can account for their relative
chemoresistance. In contrast, we have shown that
U937 mature cells are prone to exit from the G2/M
checkpoint and to enter into mitosis in the presence of
unrepaired DNA damage as judged by histone gH2AX
monitoring. Similar observation has been reported in
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Figure 4 Inhibition of CHK1 allows checkpoint exit and sensibilization to genotoxic agents in immature KG1a cells. (a) KG1a cells
were exposed to VP-16 (70mM) as previously described, and released into nocodazole (100 ngml1) and 100 nM UCN-01 alone or in
combination with VP-16 for 23 h, after which the percentage of mitotic cells was analyzed by histone H3-P staining together with cell
cycle distribution determination. The results are the average of two independent experiments. (b) KG1a were treated as described in
panel a and the percentage of cells exhibiting annexinV-FITC positivity was determined by Annexin V-FITC staining and flow
cytometry as described in Materials and methods. The results are the average of three independent experiments (þ s.e.m.). (c) KG1a
cells were transfected with siRNA Duplex control (Scr) or specific CHK1 siRNA together with pRNAth1.1GFP, GFP encoding
vector. Cc are mock transfected cells. After 23 h following VP-16 treatment (10 mM, 1 h), DNA content and phospho-histone H3
positivity were determined in the green fluorescent protein positive cell populations. Results are expressed as the mean of the
percentage±s.d. of four independent experiments. ***Po0.01 (siRNAcontrol/siRNACHK1). CHK1, checkpoint kinase 1; GFP,
green fluorescent protein; siRNA, small interfering RNA.
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and characterized as checkpoint adaptation (Syljuasen
et al., 2006). Checkpoint adaptation may allow cells
with excessive DNA damage to progress through
mitosis, thus increasing the risk of genetic instability.
We next show that the ability of the mature U937 and
immature KG1a cells to enter mitosis could be abolished
by the use of chemical inhibitors of CDC25 phospha-
tases. To further confirm the specific role of CDC25B in
checkpoint recovery, we examined the consequence of
its partial invalidation with RNA interference in mature
U937 cells treated with the genotoxic agent VP-16. We
demonstrate that in leukemia cells, as shown in other
cell types (van Vugt et al., 2004; Bugler et al., 2006), the
activity of the CDC25B is required for the re-entry into
the cell cycle after a DNA-damage induced arrest.
Consistent with other reports, these results fit nicely into
a model in which CDC25B, in concert with PLK1, acts
to restart the cell cycle after DNA damage (van Vugt
and Medema, 2004; Bugler et al., 2006).
Our observations suggest that an increase in CDC25B
expression level is required to drive cells into mitosis
following DNA-damage induced arrest. This result is in
agreement with recent findings from Lazo’s group
demonstrating that CDC25B expression is upregulated
in a p53-independent manner in a large panel of human
tumor cell lines (Bansal and Lazo, 2007). We have also
found that the increase in CDC25B level is post-
transcriptional as messenger ribonucleic acid level does
not change after VP16 treatment in any of the tested cell
lines (data not shown). However, it appears that
CDC25B increase is not sufficient in KG1a cells to
promote entry into mitosis, suggesting that an addi-
tional level of regulation is counteracting its mitosis-
inducing effect. We could eliminate a lack of PLK1
activity in KG1a (that is required for the degradation of
the inhibitory WEE1 kinase by the proteasome) as we
have found that in both U937 and KG1a cells, the use
of a PLK1 inhibitor impaired entry into mitosis after
VP-16 treatment (data not shown). We therefore
examined the alternative possibility that in KG1a cells,
CDC25B activity could be strongly inhibited by the
CHK1 kinase pathway, thus restraining its mitotic
inducing activity despite the elevation of its protein level.
We found that phosphorylation of CHK1 kinase was
more persistant in immature KG1a than in mature
U937, suggesting that the resistance of KG1a to
genotoxic agents might be related to tighter checkpoint
activation. This was further extended by the analyses of
claspin levels in U937 and KG1a cells. Recently, it has
been shown that full activation of CHK1 by ATR
requires Claspin, which may act as a scaffolding protein
that brings together ATR and CHK1 (Kumagai et al.,
2004). We found a tight correlation between the
expression levels of claspin and CHK1 activation in
both mature and immature leukemia cells. Our observa-
tions showed that PLK1 expression was not sufficient in
KG1a cells to shift the balance back to the cell cycle.
A key issue that needs to be address is how immature
AML cells regulate the duration of the G2/M check-
point. Previous studies have shown that basal level of
claspin is positively controlled by the CHK1 kinase
activity (Chini et al., 2006; Mamely et al., 2006). This
observation suggest the existence of a positive feedback
loop, in which CHK1 acts to stabilize claspin, which in
turn facilitates further activation of CHK1. We may
postulate that in immature AML cells this feedback loop
is overactivated. Further investigation will be required
to test this hypothesis.
Furthermore, our findings indicate that in immature
human leukemia KG1a cells, the CHK1 kinase inhibitor
UCN-01 that functions as a checkpoint abrogator,
potentiates the lethal effects of the DNA-damaging











































Figure 5 CHK1 level and checkpoint recovery in AML blasts
from patients. (a) Determination of the IC50 for VP-16.
Clonogenic survival from four different patients (nos. 1–4) was
assessed after 7 days of continuous exposure to VP-16 alone or
together with UNC-01 (25 nM for patients nos. 1, 2 and 3, 10 nM
for patient no. 4) and the IC50 for VP-16 was calculated from these
data. The SF is the ratio between the IC50 for VP-16 alone and the
IC50 for VP-16 in combination with UCN-01. (b) SF of AML
blasts from 17 patients from FAB classification M1–M2 and M4–
M5. The graphs were prepared using the Prism software package
and statistical analyses performed using unpaired student’s t-tests
(*Po0.05). (c) Levels of pSer345Chk1 and total Chk1 in AML
patients blasts. Equal amounts of protein lysates from AML blasts
were subjected to immunoblot analyses with the indicated
antibodies. Actin was used as loading control. AML, acute myeloid
leukemia; CHK1; checkpoint kinase 1; FAB, French–American–
British; SF, sensitization factor.
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to play a key role in the G2/M checkpoint activation of
AML cells, probably through the phosphorylation and
the inhibition of CDC25 phosphatases. It is also
therefore very likely, as schematically illustrated in
Figure 6, that a robust activation of the ATR/claspin/
CHK1 pathway (Bartek and Lukas, 2007), which leads
to CDC25B phosphorylation and inactivation, is acting
in KG1a cells thus rendering their checkpoint response
extremely efficient and decreasing the efficiency of
genotoxic treatment.
Finally, we examined whether the checkpoint abro-
gating effect of UCN-01 could sensitize primary
leukemic cells from AML patients to genotoxic stress.
We have found that the colony formation efficiency of
primary leukemic cells from AML patients M1 and M2
(French-American-British classification (FAB)) exposed
to UCN-01 in combination with VP-16, was strongly
inhibited compared to the M4 and M5 groups.
However, we could not detect any correlated variation
in CHK1 level or activity to explain these results
at the molecular level. Further studies will be required
to investigate and compare in more detail the
DNA-damage checkpoint response pathway between
these two groups of patients.
Our observations, together with a recent report
showing loss of cloning potential when blasts from
patients where exposed to Ara-C in combination with
UCN-01 (Sampath et al., 2006), further reinforces a
model in which a very active checkpoint pathway might
be a common characteristic of immature leukemic cells.
Checkpoint abrogation can potentiate the efficacy of
DNA damaging agents in cancer cells, and is therefore
thought to represent an attractive therapeutic target for
cancer treatment. The relevance of this strategy is
further reinforced by the increasing experimental
evidence for a G2/M checkpoint reinforcement in cancer
stem cells, associated with increased CHK activity
(Bao et al., 2006).
Our findings suggest that combined treatment with
UCN-01 and DNA damaging agents may warrant
further examination as a novel therapeutic strategy in
the treatment of AML. Further studies with blasts
from a larger set of AML patients will be required to
investigate and evaluate in detail the therapeutic
potential for checkpoint inhibitors.
Materials and methods
Cell cultures
U937 and KG1a were cultured as described (Fernandez-Vidal
et al., 2006). Leukemic blasts from patients were obtained
upon informed consent from bone marrow aspirates by ficoll-
Hypaque density gradient centrifugation. Frozen cells were
thawed in EGM2 medium (Fernandez-Vidal et al., 2006)
supplemented with stem cell factor (100 ngml1), IL-3
(5 ngml1), Flt3 ligand (100 ngml1), and GM-CSF
(10 ngml1). Cells were left at 1 106ml1 for 48 h in
these conditions during which moderate cell death occurred
(10–40% of the cells depending of the patient) then further
processed.
Cytokines, pharmacologic inhibitors and reagents
VP-16 was from Sigma (St Louis, MO, USA). UCN-01 was
provided by the National Cancer Institute (Rockville, MD,
USA). BN82685 was provided by the Institut Henri Beaufour
(IPSEN). SCF, interleukin (IL)-3, Flt3 ligand (FL), and
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) were from R&D Systems (Minneapolis, MN). Other
products were purchased from Sigma (Saint Quentin-Fallavier,
France).
Transfection of small interfering RNA
2 106 cells were resuspended in 100 ml Nucleofector Kit V for
U937 and kit L for KG1a according to manufacturer’s
instructions (Amaxa, Cologne, Germany). CDC25B siRNA
(Kramer et al., 2004; Lindqvist et al., 2004), CHK1 siRNA
(Schmitt et al., 2006) or control siRNA (Eurogentec, Belgium)
together with pRNATH1.1 green fluorescent protein expres-
sing vector (Genescript) (Bugler et al., 2006) were added and
cells were immediately transfected using the Amaxa nucleo-
fector device (program V-001). Cells were subsequently
resuspended in warm medium, cultured at 106 cells/ml and
processed after 24 h for experiments.
Analysis of cell cycle progression, apoptosis and gH2AX staining
Cells were harvested and fixed in ice-cold 70% ethanol.
Cells were permeabilized with PBS-0.25% Triton X-100
and subsequently stained with rabbit anti-phospho-histone
H3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA) and
propidium iodide. To select the transfected (green fluorescent













Figure 6 Working model. Checkpoint recovery and entry into
mitosis is dependent on the activity of the CDC25B phosphatase
and on the PLK1 kinase that trigger proteasome-dependent
degradation of the inhibitory WEE1 kinase and the adaptor
protein, claspin. We propose that the reinforcement of the
checkpoint in KG1a cells is linked to the strong inhibitory action
of the CHK1 pathway on CDC25B. As demonstrated in this
manuscript, inhibition of CDC25B (by BN82685 or siRNA) further
inhibits entry into mitosis, while pharmacological inhibition of
CHK1 by UCN-01 abrogates the checkpoint and favors illegiti-
mate entry into mitosis. (See Discussion for further details). CHK1;
checkpoint kinase 1; siRNA, small interfering RNA
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performed with the intrastain kit from DakoCytomation, and
then the staining was performed as above. Data were collected
on a BD FACSCalibur cytometer and analyzed using the Cell
Quest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and
Modfit software (Verity Software). Apoptotic cells were
detected with Annexin V-FITC detection kit from BD
PharMingen (San Diego, CA, USA). Staining for gH2AX
was conducted as described by the manufacturer (Euromedex/
Upstate Biotechnology; mouse monoclonal anti-phospho-
histone gH2AX antibody; 1:500 dilution). DNA content for
blast cells was processed using a coulter DNA Prep reagent kit
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA).
Colony formation analysis with AML patient cells
Colony formation efficiency of primary leukemic cells were
obtained from bone marrow aspirates from AML patients at
diagnosis. Colony formation efficiency of primary leukemic
cells were resuspended in H441000 methyl-cellulose medium
complemented with 10% 5637-conditioned medium. UCN-01,
VP-16 or DMSO was added at the indicated concentration,
and the cells were incubated at 37 1C for 7 days. Colonies with
more than 20 cells were scored.
Western blot analyses
Cells were harvested and lysed as described previously
(Dutertre et al., 2004). Protein Samples were separated on
4–12% bis-tris-gels, transferred onto nitrocellulose membrane,
and immmunostained. Antibodies were: anti-CDC25B (1:1000)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), anti-
pSer345CHK1 and anti-pSer317CHK1 (1:1000) Cell Signaling
Technology (Beverly, MA, USA), anti-CHK1 (1:1000) from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), anti-PLK1
(1:1000) from Zymed laboratories, anti-Wee1 (1:1000) Cell
Signaling Technology (Beverly, MA, USA) and anti-actin
(1:10 000) from Chemicon (Temecula, CA, USA).
Statistics
Results are expressed as mean values±standard deviations
or standard error of the mean as indicated. Statistical analyses
of the data were performed by unpaired student t-test.
Differences were considered as significant for P-values less
than 0.05.
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L’ensemble de ces résultats nous permet d’établir le schéma suivant qui met en évidence 
l’état d’activation du point de contrôle G2/M du cycle cellulaire à 48h post-traitement 
dans les cellules KG1a CD34+ et U937 CD34-. 
 
De manière comparable avec ce qui a été montré dans les tumeurs solides de glioblastome, 
les cellules immatures répondent de manière plus intense et durable au traitement par 
l’étoposide (Bao et al., 2006). En effet, ces cellules ont la capacité de maintenir 
l’activation de la protéine CHK1 jusqu’à 48h et probablement au-delà, alors que les 
cellules plus différenciées éteignent cette activation dès 24h. De plus et de manière 
surprenante, la seule activation de CHK1 permet le maintien du point de contrôle G2/M 
alors que toute la machinerie de reprise en mitose est déjà mise en place dès 24h après 
traitement dans les cellules KG1a avec une augmentation de la quantité des protéines 
CDC25 B et PLK1, et une dégradation de WEE1. Ainsi, la protéine CHK1 semble jouer un 
rôle majeur dans le maintien en phase G2 après traitement des cellules leucémiques 
immatures, avec probablement des différences en terme d’activation, de localisation ou 
de stabilité de la protéine. Ces modifications font appel à des événements post-
traductionnels puisque le niveau d’ARNm CHK1 évalué dans un panel de lignées de LAM 
n’est pas modifié (résultats non montrés). 
D’autre part, nous montrons que l’efficacité du point de contrôle G2/M varie dans les deux 
lignées cellulaires, allant dans le sens d’une diminution au cours de la différenciation 
hématopoïétique. Néanmoins cette étude menée sur deux lignées distinctes n’est pas 
suffisante pour conclure car chacune des deux lignées possède des caractéristiques 
propres. Il nous a alors semblé intéressant d’évaluer l’efficacité du point de contrôle G2/M 
dans des cellules de LAM issues de patients. Les résultats que nous avons pu obtenir sur des 
cellules CD34+ et CD34- mises en culture dans un cocktail de cytokines ont permis de 
confirmer nos résultats précédents en montrant que les cellules CD34+ maintiennent 
davantage l’arrêt en phase G2 du cycle après traitement par l’étoposide. Cependant, il est 
délicat d’aborder cette question sur des cellules primaires qui cyclent très peu in vivo dans 
la moelle des patients et qui entrent massivement en cycle cellulaire en présence d'un 
milieu plus riche en cytokines que le plasma normal. Une étude complémentaire menée sur 
le même échantillon CD34+ normal avant et après différenciation granulo-monocytaire 
serait nécessaire pour valider cette notion. Nous essayons de répondre à cette question en 
évaluant de manière large l’expression et l’activation des acteurs du cycle cellulaire au 
 106 
cours de la différenciation des cellules immatures normales CD34+. Cependant, l’accès aux 
cellules CD34+ normales est difficile mais surtout les quantités obtenues après purification 
ne nous permettent pas de répondre à l’ensemble des questions proposées sur le même 
échantillon. Néanmoins, des travaux réalisés par nos collaborateurs de l’INSERM U563  
viennent de mettre en évidence que les cellules CD34+ normales, fraîchement isolées de la 
moelle osseuse de fémur, expriment les phosphatases CDC25 A et CDC25 B alors qu’elles 
sont en phase G0/G1 du cycle cellulaire (V. De Mas communication personnelle). Ces 
expressions diminuent au cours de la différenciation érythroïde, ainsi qu'au cours de 
l’entrée massive en cycle des cellules. Ces résultats préliminaires semblent très 
intéressants et pourraient nous faire suspecter d’autres rôles des acteurs du cycle 
cellulaire, en particulier pour les phosphatases CDC25, au cours de la différenciation 
hématopoïétique. Le statut de CHK1 restera à évaluer dans cette étude. 
  
Compte tenu du rôle clé que semble jouer la protéine CHK1 dans le maintien de l’arrêt du 
cycle cellulaire préférentiellement dans les cellules immatures et ainsi dans la 
chimiorésistance des cellules de LAM, de même que l’intérêt potentiel d’une thérapie 
visant à invalider la protéine, nous avons poursuivi notre étude en portant notre intérêt sur 







II. Activation constitutive de la voie de signalisation des 
dommages dans les échantillons de LAM de caryotype 





Notre précédent travail mettant en évidence le rôle critique de la protéine CHK1 dans la 
chimiorésistance des cellules immatures de LAM, nous a conduit à évaluer son statut 
d’activation avant et après dommages à l'ADN dans des échantillons de patients atteints de 
LAM. Nous avons rapidement constaté que la protéine CHK1 présente une activation basale 
et variable dans nos échantillons en l’absence de dommages à l’ADN. Ce qui met en 
évidence le double rôle de CHK1 dans la chimiorésistance des cellules de LAM en présence 
de dommages à l’ADN et dans l’établissement de l’instabilité génétique. 
Comme cela a été décrit dans l'introduction, l’activation de la voie de signalisation des 
dommages dépendante des oncogènes semble jouer un rôle crucial dans l’établissement du 
processus tumoral. En ce qui concerne l'oncogenèse des tumeurs solides, il est maintenant 
bien établi que, dans les stades précoces qui précédent le développement de la tumeur, 
les principaux acteurs de la voie de réponse aux dommages sont activés : γH2AX, ATM/ATR, 
CHK1/CHK2, et qu’ils contribuent à l’établissement de l’instabilité génétique ((Gorgoulis 
et al., 2005) ; (Bartkova et al., 2005)). Par contre, dans les stades plus avancés et lorsque 
la tumeur est installée, la voie des dommages est moins activée voire éteinte selon les 
tissus observés  
Cependant, la question de la participation de cette voie au processus de tumorigenèse est 
beaucoup moins documentée dans les hémopathies ; c’est pourquoi notre étude est l’une 
des premières à adresser cette problématique dans un large échantillonnage de cellules de 






Ce travail a pu être mené exclusivement sur des cellules de patients grâce à la mise en 
place d’une collection hémopathies INSERM Midi-Pyrénées (HIMIP) (N° d’autorisation de 
cession AC-2008-129, N° de déclaration DC2008-307 collection N°1). Cette collection a été 
constituée il y a de nombreuses années par les hématologues appartenant à la fois au CHU 
et à l’INSERM U563. Ces échantillons documentés nous permettent de connaître les  
caractéristiques propres de chaque échantillon. Ces informations sont particulièrement 
importantes dans le cas des LAM qui sont des maladies très hétérogènes. 
 
Ce travail m’a permis de mettre en évidence une activation basale de la protéine CHK1 en 
absence d’agents endommageant l’ADN, dans des échantillons de LAM prélevés au 
diagnostic avant tout traitement. Cette activation basale de CHK1 résulte de la présence 
de dommages spontanés sur l’ADN analysés par la mesure de la phosphorylation de 
l’histone H2AX. L’étude d’un large panel d’échantillons (n = 50) m’a permis de montrer 
que les LAM de caryotype complexe (de mauvais pronostic) présentent davantage de 
dommages spontanés que les LAM de caryotype normal ou simple, de risque intermédiaire 
selon la classification cytogénétique pronostique. Et en conséquence, l’invalidation de 
CHK1 par interférence à l’ARN et utilisation d’inhibiteur UCN-01 est plus efficace dans les 
échantillons de caryotype complexe présentant plus de dommages à l'ADN. En revanche, 
l’inhibition de CHK1 par l’UCN-01 aux doses utilisées sur les cellules de LAM n’a pas d’effet 
sur l’hématopoïèse normale. L’ensemble de ces résultats ouvre une réelle fenêtre 
thérapeutique sur l’utilisation d’inhibiteurs de CHK1 dans la prise en charge des LAM de 
caryotype complexe dont le pronostic est catastrophique quel que soit l’âge et les 
modalités thérapeutiques puisque même l’allogreffe n’a pas démontrée de supériorité 
dans ce sous-groupe.  
 
Ce travail est présenté en détail dans la publication suivante. 
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Abstract
Genomic instability in solid tumors participates in the onco-
genetic process and is associated with the activation of the
DNA damage response pathway. Here, we report the activa-
tion of the constitutive DNA damage and checkpoint pathway
associated with complex karyotypes in samples from patients
with acute myeloid leukemia (AML). We show that antagoniz-
ing CHK1 kinase with a small inhibitory compound or by RNA
interference strongly reduces the clonogenic properties of
high–DNA damage level AML samples, particularly those with
complex karyotypes. Moreover, we observe a beneficial effect
of CHK1 inhibition in high–DNA damage level AML samples
treated with 1-β-D-arabinofuranosylcytosine. In contrast,
CHK1 inhibition has no effect on the clonogenic properties
of normal hematopoietic progenitors. All together, our results
indicate that CHK1 inhibition may represent an attractive
therapeutic opportunity in AML with complex karyotype.
[Cancer Res 2009;69(22):8652–61]
Introduction
Acute myeloid leukemia (AML), the most frequent acute leu-
kemia in adults, is a clonal disorder characterized by the accu-
mulation of malignant hematopoietic progenitor cells (HPC)
with an impaired differentiation program. Despite considerable
progress in the therapy of AML and a high rate of complete
remission after induction chemotherapy, most patients relapse
and succumb to the disease (1). This clinical observation high-
lights the difficulties involved in eradicating the leukemic stem
cells that are responsible for the emergence of new leukemic
progenitor cells leading to relapse. AML is a heterogeneous dis-
ease and patients differ strongly in their response to therapy, in
the occurrence of relapse and in overall survival, according to
prognosis factors such as age and presence of molecular and/
or cytogenetic abnormalities. Many different genetic defects
are thought to underlie the heterogeneity of this disease (2).
On the basis of cytogenetic analysis, the classification of Grim-
wade and Schlenk (3, 4) defines three prognosis groups (favor-
able, intermediate, and high risk). Complex karyotype AML,
belonging to cytogenetic high-risk AML, is characterized by the
presence of at least three unrelated cytogenetic abnormalities
and accounts for 10% to 20% of AML cases. The percentage in-
creases with age and this group is considered to have the worst
prognosis, despite intensive therapy (5).
Our understanding of the molecular basis of the emergence of
genomic instability in solid tumors has benefited considerably
from recent work demonstrating the involvement of a replica-
tion stress activating the DNA damage response pathway (6).
At an early stage of tumorigenesis, oncogene-induced DNA
damage, associated with replicative and oxidative stresses, is re-
sponsible for creating double-strand breaks, thus leading to activa-
tion of the DNA damage signaling pathway, with phosphorylation
of histone H2AX and ATM and activation of checkpoint kinases
(CHK1 and CHK2; refs. 7, 8). Activation of the DNA signaling
pathway in precancerous lesions has been suggested to constitute
an anticancer barrier (7). A limited number of studies have ad-
dressed the question of the presence of DNA double-strand break
in hematologic cancers. Constitutive DNA damage was observed
in two myeloid leukemia cell lines (K562 and HL60; ref. 9) and,
more recently, an increase in detectable DNA damage was re-
ported in a mouse model of progression from myelodysplasia
to leukemia (10). However, as concern samples from AML pa-
tients, the status of the DNA damage signaling pathway has
not been documented.
The activation of the DNA damage pathway, through check-
point kinase phosphorylation, leads to cell cycle arrest in S-phase
or at the G2-M checkpoint (11, 12). CDC25 phosphatases have
been shown to be the main effectors of active CHK1 (13), and
the abrogation of the activity of this kinase using small inhibitory
compounds or small interfering rna (siRNA) knockdown strate-
gies has been reported to result in checkpoint bypass and in sen-
sitization of the cells to DNA-damaging agents (14–17). For
instance, the use of 7-hydroxystaurosporine (UCN-01), a CHK1 in-
hibitor, induces sensitization of AML progenitors to the nucleo-
side analogue 1-β-D-arabinofuranosylcytosine (ara-C; ref. 18).
Moreover, several phase-1 and -2 trials in solid tumors have been
reported, for UCN-01, either alone (19–21) or in combination with
established cytotoxic agents (22, 23). These observations have led
to the recent development of checkpoint kinase-inhibitory com-
pounds, some of which, including UCN-01, are currently being
evaluated in early clinical trials.
In the study reported here, we have investigated the existence
of constitutive DNA damage and activation of the DNA damage
pathway in a large panel of AML patient samples. Our results re-
veal high levels of DNA damage in complex karyotype AML and
show the high sensitivity of these cells to UCN-01. Together with
Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research Online
(http://cancerres.aacrjournals.org/).
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the demonstration that CHK1 inhibition has no negative effect on
the growth of normal hematopoietic progenitors, our results
highlight the interest of this kinase for checkpoint targeting
therapy in hematologic malignancies.
Materials and Methods
Cells. Fresh AML samples were obtained, after informed consent, from
patients diagnosed at the Hematology Department of Toulouse University
Medical Centre (France). AML cells were isolated from bone marrow by
Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation and were cryopreserved in
Iscove's modified Dulbecco medium (IMDM) with DMSO (10% final con-
centration) and FCS (50% final concentration). All samples were kept
frozen in liquid nitrogen by the HIMIP collection of the U563 Institut
National de la Sante et de la Recherche Medicale department (n°DC-
2008-307-CPTP1 HIMIP). Frozen cells were thawed in IMDM medium
and immediately processed for clonogenic assays or cultured in IMDM,
10% FCS for 72 h for viability testing. For the DNA damaging treatment,
cells were cultured in IMDM, 10% BIT (StemCell Technologies) supple-
mented with SCF (100 ng/mL), IL3 (5 ng/mL), FLT3 (100 ng/mL) and
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (10 ng/mL) for 24 h,
then treated with etoposide (VP-16; 17 μmol/L) for 30 min, released in
drug-free media, and finally analyzed for their H2AX phosphorylation pro-
file. Normal bone marrow CD34+ HPCs were obtained after informed con-
sent from discarded fragments from hematologically healthy patients who
had undergone hip surgery. Mononuclear cells from bone marrow were
obtained by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation, after which
isolation of HPCs was performed by positive selection of CD34-expressing
cells using magnetic separation and EasySep procedure (StemCell
Technologies).
Pharmacologic inhibitors and antibodies. UCN-01 was provided by
the National Cancer Institute. Ara-C and other products used were
purchased from Sigma-Aldrich. Antibodies were monoclonal and poly-
clonal anti–phospho-S139-H2AX (1:100 and 1:25, respectively; Upstate
Biotechnology and Cell Signaling), anti–phospho-S317-CHK1 (1:75; signal-
ing), anti-CHK1 (1:75; Santa Cruz Biotechnology), PE/Cy7-conjugated anti-
CD34 (1:100; Beckman Coulter), PE-conjugated anti-CD123 (1:50; BD) and
APC-conjugated anti-CD38 (1:10; Biolegend), and Alexa 488–conjugated
anti-rabbit and anti-mouse (1:500; Invitrogen).
Flow cytometry. Immunostaining was performed according to the pre-
viously described protocol (24). Samples were analyzed in an FC500 flow
cytometer (Beckman Coulter) and subsequently processed using the CXP
software. Four-color immunostaining was carried out according to the
previously described protocol (25). Samples were analyzed with LSRII flow
cytometer (BD), followed by data treatment using the BD FACSDiva soft-
ware. All flow cytometry results are expressed as the ratio between mean
fluorescence intensity of the stained sample and that of its control iso-
typic antibody.
Immunofluorescence microscopy. Immunofluorescence studies were
performed as previously described (26). Cellular DNA was counterstained
with 4′,6-diamidino-2-phenylindole. Images were acquired using a DM6000
microscope (Leica microsystems) fitted with a Roper COOLsnap ES CCD
camera and subsequently processed using the MetaMorph and ImageJ
softwares.
Clonogenic assays. The percentage of leukemic cells present in pa-
tients' bone marrow is reported in Table 1. Clonogenic assays on AML cells
and on fresh human bone marrow CD34+ HPC cells were made according
to a method previously described (27).
siRNA experiments. AML cells were transfected using the Amaxa
nucleofection technology (Amaxa). Leukemic cells (5 × 106) were sus-
pended in 100 μL of either kit V or human monocyte or human CD34+
cell nucleofector solution mixed with 30 pmol control and CHK1 siRNA
oligonucleotide sequences. These experiments were performed either with
single control and CHK1 siRNA (Quiagen and Dharmacon, as described in
ref. 28) or with a pool of siRNA (control and CHK1) as described (Dhar-
macon control and CHK1 SMART pool reagents #001820 and #003255,
respectively; ref. 29). Cells were immediately nucleofected with an Amaxa
Nucleofector apparatus (program U-15 or Y-001 or U-008). They were
then transferred to culture prewarmed medium and divided into two
samples. One was used immediately for clonogenic assay and the second
was cultured in IMDM 10% FCS for 24 h to evaluate the CHK1 knock-
down efficiency by Western blot.
Viability test. AML cells (1 × 105/well) were incubated in 100 μL of
IMDM 10% FCS with increasing UCN-01 concentrations for 72 h. To deter-
mine the percentage viability, 10 μL of Proliferation Reagent WST-1
(Roche) were added and the cells were incubated for 3 h. The absorbance
at 420 nm (Mithras LB 940, Berthold technologies) of samples corrected for
a background control allowed us to calculate the percentage viability of
AML samples and to determine the UCN-01 IC50.
Statistics. Results are expressed as means ± SEM. Statistical analyses
were performed by the unpaired Student's t test and Pearson correlation
test with Prism 4 software. Differences were considered as significant for
P values of ≤0.05.
Results
High levels of constitutive DNA damage in complex karyo-
type AML patient samples. We first examined the existence of
detectable constitutive DNA damage in samples of blasts from
AML patient, using flow cytometry to quantify H2AX phosphory-
lation (30). As indicated in Fig. 1A, obtained from two AML blast
cell samples (patients #20 and #44, Table 1 and Supplementary
Data 1) and one normal hematopoietic progenitor CD34-positive
cell (HPC) sample, flow cytometry histograms reveal a variable
level of phospho-H2AX labeling in malignant samples and con-
firm the absence of detectable labeling in the normal HPC sam-
ple. A series of 49 patient samples (see Table 1) was then
examined using the same assay and the phospho-H2AX level of
each was calculated (see Materials and Methods). As depicted on
the left side of Fig. 1B, normal HPC did not display any detect-
able DNA damage and their phospho-H2AX level was about 1
(mean, 1.31 ± 0.13; n = 7). In contrast, AML blasts from patient
samples expressed a higher and very variable level of phospho-
H2AX (mean, 3.90 ± 0.36; n = 49; **, P = 0.007), indicating a
variable level of constitutive DNA damage. On the right side of
Fig. 1B, the phospho-H2AX level of the same patients is divided
into two groups according to their cytogenetic profiles (see Table 1).
The high-risk group (mean, 5.07 ± 0.86; n = 16, including 11
complex karyotype samples) displayed a significantly higher level
of phospho-H2AX than the intermediate one (mean, 3.08 ± 0.21;
n = 31; **, P = 0.007).
We next tested the variability of these AML samples with
respect to constitutive phospho-H2AX labeling as a physiologic
response to DNA injury and examined their capacity to induce
an additional level of phospho-H2AX after treatment with a gen-
otoxic agent. To this end, we evaluated phospho-H2AX levels in
two AML samples, before and 1 h after treatment with the DNA-
damaging agent VP-16. We observed in both samples a rapid in-
crease of phospho-H2AX level (data not shown), reaching a peak,
1 hour after treatment (Fig. 1C), in the same range as the consti-
tutive damage levels observed in some AML samples (Fig. 1B).
Thus, AML blasts samples with a certain level of constitutive
DNA damage retained the ability to increase this level in
response to a DNA-damaging agent.
Damage was not induced by freezing and thawing of the patient
material, as we found similar phospho-H2AX levels in three
samples of fresh and thawed AML cells and in one sample of
normal HPC (Supplementary Data 2).
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Finally, we used immunofluorescence staining to look for phos-
pho-H2AX–labeled cells in normal HPC and AML patient samples
(Fig. 1D). As shown, phospho-H2AX labeling of cells was only
detected in a fresh AML blast sample (patient #49), whereas fresh
normal CD34+ HPC were unlabeled.
All together, these results indicate that AML blast cells from
patients exhibit variable levels of constitutive DNA damage that
are in the range of the physiologic response to DNA injury; they
also show that samples from complex karyotype patients express
a relatively higher level of constitutive DNA damage.
Table 1. Characteristics of AML patients
Patient no. Age FAB Prognosis/karyotype Major abnormality WBC, *109/L BM blasts (%) FLT3-ITD p-H2AX p-CHK1/CHK1
1 68 2 IP/normal Nd Nd − 0.8
2 38 1 IP/normal 85.5 90 − 1.4 1.2
3 54 2 IP/normal 1.5 24 − 1.6
4 51 5 HP/simple t(6;11)MLL-AF6 193.2 89 − 1.7
5 70 1 IP/normal 174.2 91 − 1.9
6 53 1 IP/normal 204.8 90 + 1.9 0.5
7 52 2 HP/highly complex (7 ab) 5q-, -7 2.4 35 − 1.9
8 37 2 IP/normal 10.0 43 + 1.9 0.7
9 73 1 HP/complex (3 ab) 7q- 84.6 80 − 1.9 1.0
10 61 4 HP/complex (3 ab) t(7;11)/NUP98-HOXA9 97 60 − 2.1 0.4
11 48 4 IP/normal 82.9 65 + 2.1 0.6
12 43 4 IP/normal 64.4 90 + 2.2
13 59 1 IP/normal 125.0 97 + 2.3 0.2
14 56 1 IP/normal 15.6 83 + 2.5 1.1
15 79 2 HP/highly complex (6 ab) 5q-, 7q-, -17 1.9 72 − 2.8 1.2
16 77 1 IP/normal 195.0 98 − 2.9 0.7
17 61 1 IP/normal 9.6 90 − 2.9 0.6
18 72 4 IP/normal 98.1 84 − 2.9
19 21 5 IP/normal 226.3 95 + 3.1 0.4
20 81 1 IP/normal 102.4 82 − 3.1 0.3
21 37 1 IP/simple t(9;11)/MLL-AF9 31.6 90 + 3.1
22 34 1 IP/simple 7q- 81.8 93 Nd 3.4 0.4
23 29 1 IP/normal 90.0 90 − 3.4 0.5
24 34 4 FP CBF 176.3 85 − 3.5 1.0
25 77 1 HP/simple t(11;22)/MLL-p300 4.2 90 − 3.5 0.4
26 72 2 HP/highly complex (12 ab) 3q26/EVI1, 5q-,-7,-17 18.9 56 − 3.6 0.9
27 63 2 IP/simple 11q- 4.5 71 − 3.6 0.5
28 33 1 HP/highly complex (5 ab) t(10;11)/CALM-AF10, 17p- 36 96 − 3.8 1.0
29 70 4 IP/normal 28 52 − 3.9 0.3
30 76 4 IP/simple t(7;12)/ETV6+ 49.8 65 − 4.2 0.5
31 57 1 IP/normal 5.6 91 − 4.2 2.2
32 60 4 IP/simple (2 ab) 133.2 90 + 4.3
33 21 2 IP/normal 5.4 24 + 4.3
34 68 1 IP/normal 37.6 95 + 4.4 0.3
35 75 5 IP/normal 89.7 93 − 4.5
36 79 1 IP/normal 172.7 92 + 4.8 0.4
37 64 1 IP/normal 182.4 94 + 4.9 0.5
38 77 0 HP/simple 5q- 67.8 90 Nd 5.4
39 19 5 HP/highly complex (13 ab) 5q-,17p-,+8 15.2 61 − 5.6 1.0
40 82 1 HP/highly complex (4 ab) 3q26/EVI1,7q-,amplif MLL 146.7 86 − 5.6 1.0
41 62 2 HP/complex (3 ab) 20q- 29.8 48 − 6.1 1.7
42 76 0 HP/highly complex (6 ab) 5q-,-7,-17 70 84 − 6.7 1.9
43 76 4 IP/simple 136.0 92 − 6.8
44 9 5 HP/simple t(1;11)/MLL-AF1p 41.7 94 − 6.9 1.2
45 53 2 HP/simple 5q- 33.2 79 − 8.0 0.3
46 79 4 IP/normal 104.0 58 − 8.0
47 48 2 FP CBF 6.2 48 − 8.8
48 69 2 HP/complex (3 ab) 5q-,amplif MLL 1.2 30 − 15.5 0.9
49 75 5 IP/normal 252.8 95 + 8.2 0.2
50 50 5 IP/simple 326 97 Nd 9.8
NOTE: Prognosis factor groups were established according the classification of Grimwade and Schlenk on the basis of the cytogenesis analysis (3, 4).
Abbreviations: FAB, French-American-British classification; WBC, white blood cell count; FLT3-ITD, FLT3-internal tandem duplication; FP, favorable
prognosis; IP, intermediate prognosis; HP, high-risk prognosis; ab, abnormalities; Nd, not done.
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Checkpoint signaling pathway activation in AML patient
samples. To evaluate the consequence of constitutive DNA
damage on the downstream signaling pathway, we tested the
activation of CHK1 protein kinase. To this end, we quantified
CHK1 phosphorylation on the same AML sample cohort (Table 1).
As reported in Fig. 2A, the level of CHK1 activation, expressed as
the ratio between phosphorylated and total CHK1 levels, was
quite variable and distributed between 0.2 and 2.2. However, as
in the case of the phospho-H2AX level, we found a significantly
higher activation of CHK1 in cytogenetically based high-risk
AML (mean, 0.96 ± 0.13; n = 13, including 10 complex karyotype
samples) than in intermediate AML (mean, 0.52 ± 0.06; n = 20;
**, P = 0.002).
We next evaluated the presence of constitutive DNA damage
and activation of the damage signaling pathway in different
mature and immature hematopoietic subpopulations. As shown
in Fig. 2B, H2AX phosphorylation could be detected in all imma-
ture and mature leukemic subpopulations, independently of
the CD38 status. Analogous results were obtained for the activat-
ed form of CHK1, and for downstream targets of ATM/ATR
proteins. These results provide evidence that DNA damage ap-
pears at an early stage of leukemic hematopoietic differentiation.
Moreover, it is relevant to use phospho-H2AX detection in the
global leukemic population from AML patients, because DNA
damage is uniformly present in all leukemic subpopulations.
Our data indicate that the checkpoint signaling pathway is
constitutively activated early in complex karyotype samples.
AML blasts with high levels of DNA damage are more sensi-
tive to CHK1 inhibition. The above results prompted us to eval-
uate the effect of CHK1 inhibition on AML blast samples. We
tested the sensitivity to a CHK1 inhibitor, UCN-01, first, of the
global leukemic population, using a viability test in liquid cul-
ture, then of AML progenitors, using a clonogenic assay. The
IC50 for UCN-01 was calculated according the proliferation
dose-response curves (Supplementary Data 3) obtained for
a set of patient samples and is presented in Fig. 3A and B,
together with the phospho-H2AX level previously determined.
As shown in Fig. 3A, the sensitivity to UCN-01 was inversely
Figure 1. High level of constitutive DNA damage in high-risk cytogenetics AML. A, basal level of H2AX phosphorylation in normal CD34+ HPC and two AML blast cell
samples (#20 and #44), examined by flow cytometry with the anti–phospho-H2AX antibody. In the flow cytometry histogram, the black arrows indicate the control
isotype and the open arrows indicate the phospho-H2AX fluorescence intensity. B, phospho-H2AX level in HPC and AML blast samples. Each filled circle
corresponds to a sample. Horizontal lines, mean value. The right-hand half of the graph indicates the phospho-H2AX level as a function of the AML cytogenetic risk:
intermediate and high risk. Statistical analyses were performed using a nonparametric unpaired t test (**, P = 0.007). C, two AML samples (#38 and #26) were
treated with VP-16 17 μmol/L for 30 min, then released in drug-free supplemented media. H2AX phosphorylation was evaluated before treatment (gray columns) and at
the maximum level reach at 1 h after treatment (white columns). D, constitutive level of H2AX phosphorylation in normal CD34+ HPC and AML blast samples
(#49) examined by immunofluorescence staining with the anti–phospho-H2AX antibody. DAPI, 4′,6-diamidino-2-phenylindole.
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proportional to the DNA damage level. Moreover, the same dif-
ferential effect was observed on AML progenitors (Fig. 3B). To
confirm that CHK1 inhibition was responsible for the inhibitory
effect observed on AML progenitors, we analyzed the effect of a
CHK1 knockdown induced by RNA interference using either a
smartpool (Fig. 3C, top) or a single siRNA (Fig. 3C, bottom; refs.
28, 29, 31). The clonogenic activity was determined in control
and CHK1 siRNA–transfected samples after 7 days (Fig. 3C,
right). CHK1 knockdown in these four AML samples (#9, #44,
#46, and #50), although producing only a modest decrease in
CHK1 level (Fig. 3C, left), resulted in an inhibition of clonogeni-
city. Together, these results indicate that progenitors and AML
cells predominantly with a high-DNA-damage level are more
sensitive to CHK1 inhibition.
CHK1 inhibition sensitizes AML progenitors with high–DNA
damage level to ara-C treatment. As previously noted, inhibition
of checkpoint kinases potentiates the effect of chemotherapy and
radiotherapy. In the light of our observations, we examined the
effect of CHK1 inhibition on the sensitization of AML blasts to
the chemotherapeutic agent, ara-C, in relation to their levels of
Figure 2. Checkpoint signaling pathway activation in AML patient samples. A, constitutive activation of CHK1 evaluated in AML blast samples (n = 34) was
tested by flow cytometry using the anti-phospho and total CHK1 antibodies (p-CHK1/total CHK1 ratio). Results represent the ratio between fluorescence intensity of
phospho-CHK1 and total CHK1. Left, CHK1 activation profile tested in 34 AML blast samples. Right, CHK1 activation profile as a function of the AML cytogenetic
risk: intermediate and high risk. Statistical analyses were performed using a nonparametric unpaired t test (**, P = 0.002). B, flow cytometry detection of phospho-H2AX,
phospho-CHK1, and phosphorylated substrates of ATM/ATR proteins (p-ATM/ATR s.) in the leukemic population (CD123+) as a function of CD38 status in CD34+
(top) or CD34− (bottom) cells, using four-color immunostaining.
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constitutive DNA damage. We calculated the IC50 for ara-C, alone
and in association with UCN-01, from the proliferation dose-
response curves (Supplementary Data 4) after clonogenic assays.
These data are shown in Fig. 4A, together with the phospho-
H2AX levels and the sensitization factor (SF), which is a ratio be-
tween the IC50 for ara-C alone and in combination with UCN-01
(31). They confirm that, as observed in a clinical setting, complex
karyotype samples are more resistant to ara-C treatment than nor-
mal ones (mean IC50, 9.8 nmol/L ± 0.6; n = 5 versus 5.9 nmol/L ± 0.4;
n = 4; *, P = 0.05). Moreover, high–DNA damage blast samples are
also more resistant to ara-C alone (mean IC50, 10.7 nmol/L ± 0.6;
n = 5 versus 6.3 nmol/L ± 0.3; n = 5; *, P = 0.02). We found, as in a
previous study (18), that UCN-01 treatment induced a strong
sensitization of ara-C, with a decrease of IC50 in all cotreated
Figure 3. Sensitivity of AML blast cells to CHK1 inhibition. A, AML blast cells (#10, 11, 17, 41, and 44) were grown in liquid culture in the presence of increasing
concentrations of UCN-01. The respective IC50 were then calculated after 72 h of incubation. *, complex karyotype samples. B, AML blast cells (#2, 10, 17, 26, 34, 40,
and 44) were grown in clonogenic assays in continuous exposure to increasing concentrations of UCN-01. The clonogenic survival was assessed after 7 d and
the IC50 was then calculated. C, four AML blast samples (#9, 44, 46, and 50) were electroporated with control (gray columns) and CHK1 siRNA (white columns).
Smartpool (top) or single siRNA (bottom) were used in these experiments (see Materials and Methods). CHK1 expression was evaluated 24 h after electroporation. The
clonogenic properties were analyzed by scoring the CFU-L numbers at day 7. Results are expressed as absolute number of leukemic colonies; columns, means
of duplicate assays; bars, SEM.
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AML samples. As expected, the highest sensitization was ob-
served in the samples of highest DNA damage level. Figure
4B reveals a strong correlation between the SF and the DNA
damage level for the 10 AML samples tested (***, P = 0.0005).
Importantly, the CHK1 knockdown performed on two patient
samples had a similar sensitizing effect and highly increased
the sensitivity to ara-C, with a considerable reduction of the
IC50 (Fig. 4C).
On the basis of these experiments, we conclude that CHK1 inhi-
bition potentiates the effect of ara-C, as previously reported by
Sampath and colleagues (18), but, in addition, this effect is signif-
icantly greater in patient samples with a high constitutive DNA
damage level, such as those with complex karyotypes.
UCN-01 has no effect on normal granulomonocytic progeni-
tors. To extrapolate the use of checkpoint kinase inhibitors to a
potential therapeutic strategy, it was essential to evaluate the spec-
ificity of this approach for AML cells and confirm the lack of effect
on normal progenitors. To address this issue, we examined the
effect of UCN-01 treatment on the capacity of normal HPC to gen-
erate granulomonocytic (colony-forming unit-granulocyte macro-
phage, CFU-GM) colonies. As shown in Fig. 5A, no significant
change in the number of colony-forming CFU-GM was observed
after ara-C treatment in combination with UCN-01 (10 nmol/L) in
five different normal HPC samples (similar results were obtained
with monocytic colonies; data not shown). The average of SF in
patient samples was significantly higher than in normal HPC sam-
ples (1.66 ± 0.14; n = 10 versus 1.05 ± 0.06; n = 5; *, P = 0.01; Fig. 5B).
Moreover, we observed that normal HPC were relatively insensitive
to the CHK1 inhibitor UCN-01 in clonogenic assay (Fig. 5C). The
average of IC50 for UCN-01 in AML samples was highly significant-
ly lower than in the value obtained with normal HPC [77.9 ± 16.7
(n = 7) versus 378.3 ± 40.2 (n = 5); ***, P < 0.0001; Fig. 5D]. Prolif-
eration dose-response curves are reported as Supplementary Data
(Supplementary Data 5).
Figure 4. CHK1 inhibition sensitizes AML blast cells to ara-C treatment. A, AML blast cells (#7, 8, 11, 14, 15, 26, 34, 40, 43, and 44) were grown in clonogenic assays in
the presence of ara-C, alone, or together with UCN-01 (10 nmol/L). The clonogenic survival was assessed after 7 d and the IC50 for ara-C alone and in combination
with UCN-01 were then calculated. The SF is the ratio between the IC50 for ara-C alone and in combination with UCN-01. B, correlation between SF (A) and
phospho-H2AX level (rMFI). Statistical analyses were performed using a Pearson test (r = 0.89; ***, P = 0.0005). C, AML blast samples (#1, 17) were electroporated with
control (gray columns) and CHK1 siRNA (white columns), then incubated with increasing concentrations of ara-C. Western blot evaluation of the efficiency of the
invalidation of CHK1 expression in sample #1 and 17 was performed 24 h after electroporation. CFU-L numbers were scored at day 7 and IC50 was calculated.
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These results indicate that UCN-01 treatment specifically
inhibits AML progenitors and has no effect on normal granulomo-
nocytic precursors.
Discussion
This study shows for the first time that cells from patients with
AML exhibit a high spontaneous level of constitutive DNA damage,
concomitant with DNA damage checkpoint pathway activation.
This activation occurs early in hematopoietic differentiation, as
it is detected in immature leukemic blast cells with a CD34+
CD38− CD123+ phenotype, which are enriched in severe combined
immunodeficient leukemia–initiating cells (32). Furthermore, acti-
vation of the checkpoint pathway is closely associated with com-
plex karyotype samples belonging to the high-risk cytogenetic
group. This finding could have major pharmacologic conse-
quences, because it opens a therapeutic window for new com-
pounds targeting the checkpoint machinery. Indeed, in our work,
we show that samples from complex karyotype AML patients who
are classically resistant to conventional chemotherapy (33) re-
spond to the combined use of ara-C with a CHK1 kinase inhibitor;
in contrast, growth of normal hematopoietic progenitors is not im-
paired by such treatment.
Bartkova and colleagues (7) have proposed a model in which the
activation of checkpoint signaling pathways in response to DNA
damage first constitutes a barrier to the transformation process,
preceding p53 mutations, and subsequently becomes a hallmark
of the genetic instability of the tumor. It is not clear whether a
similar process occurs in hematologic malignancies. Evidence for
an increasing activation of the nonhomologous end-joining DNA
repair machinery due to the presence of constitutive DNA damage
in two AML leukemia cell lines was previously reported (9). In this
latter study, the authors highlighted the possible role of the repair
machinery in increasing genomic instability. More recently, a study
performed in a mouse model of progression from myelodysplasia
to leukemia showed that tumor progression is associated with an
increase of spontaneous DNA damage involving reactive oxygen
species (34).
Our results show that AML patient samples are also character-
ized by constitutive DNA damage and activation of the DNA dam-
age checkpoint signaling pathway. Moreover, similarly to solid
tumors, complex karyotype samples, which display major genomic
instability, show the highest level of constitutive DNA damage and
checkpoint activation. Indeed, we have shown that, for AML pa-
tient samples with complex karyotype, the level of DNA damage
detected by phospho-H2AX is higher than in samples with normal
karyotype. We also report that complex karyotype samples exhibit
a significantly higher level of activated CHK1 kinase than those
with normal karyotypes.
This CHK1 activation is consistent with a scenario in which var-
ious activated oncogenes, such as NRAS or KRAS, or multiple chro-
mosomal rearrangements, result in loss, gain, or amplification of
chromosomal material frequently observed in complex karyotype
AML (2). All these events contribute to the establishment of ge-
nomic instability. The origin of the higher genomic instability in
complex karyotype patients has not been fully elucidated. Schoch
and colleagues (35, 36) have shown a specific transcriptional pat-
tern with an upregulation of DNA repair and checkpoint signaling
genes. Moreover, 78% of complex karyotype samples present p53
alterations, compared with 14% in other cytogenetic subtypes
(37). Haferlach and colleagues' study (37) correlated the presence
of genetic abnormalities on chromosome 17 affecting the p53 path-
way with a greater resistance to all conventional drugs used in che-
motherapy, highlighting the p53 role in cell cycle checkpoint
response. However, although p53 is mutated in complex karyotype
AML cells, it is difficult to know if p53 mutation contributes to the
great genomic instability observed in complex karyotype AML cells
or if p53 mutation is a consequence of the preexisting genomic in-
stability of complex karyotype AML cells. Additional studies specif-
ically dedicated to the investigation of cell cycle checkpoint
Figure 5. UCN-01 has no effect on normal
granulomonocyte progenitors (CFU-GM). Samples I
to VI were obtained from six different healthy
donors. A, normal CD34+ HPC were grown in
clonogenic assays in the presence of ara-C, alone,
or together with UCN-01 (10 nmol/L). CFU-GM
numbers were scored after 14 d and the IC50 for
ara-C alone or in combination with UCN-01 was
then calculated. B, average of SF obtained in
patients samples (gray column) and in normal
CD34+ HPC (white column). Statistical analyses
were performed using a nonparametrical unpaired
t test (*, P = 0.01). C, normal CD34+ HPC were
grown in clonogenic assays with continuous
exposure to increasing concentration of UCN-01.
CFU-GM numbers were scored after 14 d and the
IC50 was then calculated. D, average of UCN-01
IC50 obtained in patients samples (gray column)
and in normal CD34+ HPC (white column).
Statistical analyses were performed using a
nonparametrical unpaired t test (***, P < 0.0005).
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response and AML p53 mutation will be necessary to evaluate
precisely its impact.
In Bartkova's model, activated oncogenes, associated with repli-
cative and oxidative stresses, are responsible for DNA injury, lead-
ing to the activation of the DNA damage signaling pathway (7).
Considering the high genetic instability of complex karyotype sam-
ples, it is more than likely that similar mechanisms operate in
AML. Among various mechanisms of resistance to chemotherapy,
it has been shown that complex karyotype AML displays a com-
bined activity both of multidrug resistance proteins P-gp and
MDR-related protein 1, which contributes to the chemoresistance
(38). In this study, we confirm that complex karyotype AML
samples display the highest resistance to chemotherapy, even that
involving the widely used antimetabolite, ara-C, which is not a
P-gp substrate. Moreover, this poor sensitivity is also likely to be
correlated with their lower proliferative activity in comparison
with the favorable and intermediate prognosis group (39). The
weak proliferative activity explains the low incorporation of
ara-C into DNA and, consequently, contributes to the poor effect
of this treatment, which precludes complete clinical remission. In
view of the global resistance mechanisms to chemotherapy used by
complex karyotype cells, the use of checkpoint inhibitors may
represent an attractive pharmacologic strategy to increase the
efficacy of ara-C treatment in the group of complex karyotype
AML patients. Our findings strongly support this idea. First,
we show that complex karyotype samples are particularly sensitive
to CHK1 inhibition by UCN-01 and by RNA interference. More
importantly, we have shown that low concentrations of UCN-01
induce a sensitization to ara-C treatment that is particularly
marked in the high–DNA damage sample. Similar results were
obtained when UCN-01 and VP-16 were used together (data not
shown). Moreover, Sampath and colleagues (18) have shown that
UCN-01, in combination with ara-C, induces a rapid decrease of
the constitutive activation CHK1 in 8 AML samples.
Above all, we have clearly shown that the same concentration
UCN-01 has no effect on the growth and clonogenic capacity of
normal HPCs, thus indicating that such an association between
a checkpoint targeting agent and an antimetabolite has a specific
effect on abnormal hematopoiesis.
Finally, our study shows that evaluation of the DNA damage
level by flow cytometry detection of histone H2AX phosphorylation
is a very easy and direct assay to routinely select the patients for
whom such a combinative treatment may be beneficial. The use of
this simple technology could be of real interest to identify AML
patients with complex karyotype AML and high DNA damage
and to constitute the large cohort of such patients that are now
required to evaluate in detail the therapeutic potential of check-
point inhibitors.
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Lorsque nous avons initié ce travail, notre idée de départ était d’évaluer le statut 
d’activation de CHK1 dans les LAM en la corrélant avec le degré de maturation des cellules 
(CD34+ vs CD34-), en raison des résultats de notre précédente étude. De fait, nous avons 
trouvé des activations variables de la protéine allant dans le sens d’une activation 
spontanée majoritaire dans les LAM CD34+. Conceptuellement, ce résultat signifierait que 
les cellules immatures verrouilleraient davantage leur point de contrôle G2/M en l’absence 
d’agents génotoxiques, ce qui en présence de dommages leur permettraient d’arrêter 
probablement plus facilement et plus rapidement le cycle cellulaire, contribuant ainsi à 
leur chimiorésistance naturelle. Toutefois, ce résultat doit être nuancé car je n’ai pas 
comparé directement la quantité de dommages spontanés entre les cellules CD34+ et  
CD34-. Cependant le marqueur CD34 n’étant pas un marqueur absolu de la différenciation, 
en effet son niveau d’expression au cours de la différenciation peut varier selon les 
lignages hématopoïétiques. Nous avons donc recherché à établir une corrélation avec ce 
qui est considéré à l’heure actuelle comme les marqueurs pronostiques les plus solides 
dans les LAM, c’est à dire les caractéristiques cytogénétiques. Et nous avons donc montré 
que l’activation de la protéine CHK1 est supérieure dans les LAM de mauvais pronostic 
(selon la classification cytogénétique) en particulier les LAM à caryotype complexe. 
Dans les tumeurs solides, la présence de dommages spontanés semble résulter 
essentiellement d’un stress réplicatif lié à une activité oncogénique en amont (Bartkova et 
al., 2005), écartant ainsi la contribution d’autres stress et notamment le stress oxydatif. 
Cette notion est toutefois discutée puisque dans certaines publications l’utilisation d’anti-
oxydant permet de réduire la quantité de dommages spontanés sur l’ADN (Tanaka et al., 
2006). Compte tenu de la quantité massive de radicaux libres oxygénés évalués grâce à une 
sonde fluorescente dans nos cellules de LAM, nous avons évalué la contribution du stress 
oxydatif dans la génération de dommages spontanés. Parmi les nombreux anti-oxydants 
que nous avons testés (N-acéthyl cystéine, NDGA, trolox, GSHE) seul un analogue non-
métabolisable du glucose, le 2-DG, nous a permis de diminuer significativement la quantité 
de radicaux libres oxygénés et ainsi les dommages spontanés dans les cellules (résultats 
non montrés). Cependant, comme on ne pouvait pas exclure que nos conditions de culture, 
de décongélation… induisaient elles-mêmes un stress oxydatif, nous avons testé l’impact 
de plusieurs conditions (échantillons frais, décongelés, milieux de culture…) sans obtenir 
de variation significative de la quantité de dommages (résultats supplémentaires de notre 
publication). L’ensemble de ces résultats signifie que le métabolisme de base des cellules 
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de LAM génère un stress oxydatif qui contribue probablement à la génération des cassures 
de l’ADN. 
D’autre part, le modèle de tumorigenèse met en évidence une perte de la signalisation des 
dommages lorsque la tumeur est installée, par conséquent en présence d’une forte 
instabilité génétique, avec majoritairement la perte d’une copie du gène p53 ou sa 
mutation, et dans quelques cas la perte ou la mutation des gènes atm ou chk2. Sur ce 
point, les LAM sont très différentes des tumeurs solides, puisque la perte du gène p53 est 
minoritaire avec seulement 14% des cas de LAM (Haferlach et al., 2008). Ce n’est que dans 
les LAM de caryotype complexe fortement instables que l’on trouve une perte fréquente du 
gène p53 (78%). Cependant, la perte d’activité de p53 ne dépend pas seulement de la 
perte du gène. En effet, de nombreuses mutations, insertions/délétions du gène sont 
décrites dont la plupart ont pour résultat une diminution de l’activité de la protéine. Afin 
de définir de façon plus complète le rôle de p53 dans l’activation de la voie de 
signalisation des dommages dans les hémopathies, nous avons identifié les différentes 
mutations du gène dans nos 50 échantillons de LAM afin d’établir d’éventuelles 
corrélations avec notre profil de dommages spontanés. De plus, nous avons élargi notre 
recherche aux différentes mutations récurrentes qui ont un impact sur le pronostic des 
LAM. Cette question sera développée dans la discussion générale de ce travail. 
Pour finir, notre étude a permis de mettre en évidence une corrélation entre l’activation 
de la protéine CHK1 et la sensibilisation par l’UCN-01. En effet dans notre travail, plus les 
cellules présentent des dommages spontanés plus elles activent les acteurs de la voie des 
dommages, établissant ainsi de nombreuses autres dérégulations. Dans ces cas, 
l’inactivation de la voie est davantage délétère conduisant à une sensibilisation accrue à 
l’agent chimiothérapeutique ara-C. Bien que sa spécificité sur CHK1 ne soit absolu, 
l’intérêt thérapeutique de l’UCN-01 est toujours d’actualité. En effet, il est évalué en 
essai clinique de phase I et II dans les tumeurs du sein, les leucémies aiguës, les SMD et les 
lymphomes. D’autres composés plus spécifiques de CHK1 ont été développés notamment 
l’AZD7762 par le groupe Astrazeneca. Une collaboration toute récente entre C. Didier et le 
groupe nous a permis d’obtenir cet inhibiteur pour lequel nous sommes en train de tester 
l’efficacité sur les cellules de LAM.  
L’ensemble de ces résultats ouvre des perspectives thérapeutiques intéressantes visant à 

























Ces deux études ont permis de mettre en évidence que les acteurs du cycle cellulaire et en 
particulier la kinase CHK1 jouent des rôles clés en contribuant à la chimiorésistance dans 
des lignées immatures de LAM KG1a mais également en participant à la forte instabilité 
génétique observée dans les LAM à caryotypes complexes. 
 
L’étude que nous avons réalisée sur l’efficacité du point de contrôle G2/M et qui a fait 
l’objet d'une publication dans le journal Oncogene est à ce titre très informative. En effet, 
elle permet d’impliquer pour la première fois les acteurs du cycle cellulaire dans le 
maintien prolongé en phase G2 du cycle cellulaire après dommages, mettant en évidence 
le rôle majeur de la kinase CHK1 qui contribue très probablement ainsi à la 
chimiorésistance des cellules immatures. Cette étude a permis d’apporter de nouveaux 
éléments de réflexion sur l’implication du cycle cellulaire dans les LAM et ainsi de proposer 
de nouvelles pistes thérapeutiques consistant à combiner un inhibiteur de la kinase CHK1 
avec un agent inducteur de dommages (ici l’étoposide). Toutefois, l’une des principales 
difficultés à laquelle nous sommes confrontés dans le domaine des leucémies aiguës 
myéloïdes est la très grande hétérogénéité de la maladie. Ainsi, les études réalisées sur 
des lignées cellulaires bien qu’étant très représentatives des LAM (en particulier pour les 
KG1a et KG1) ne rendent probablement compte que d’un faible échantillon peu 
représentatif de la diversité de la pathologie. De plus, et c'est une des limites principales 
de l'utilisation de lignées cellulaires modèles, il est très délicat d'extrapoler des 
observations réalisées sur des lignées qui prolifèrent activement dans nos milieux de 
culture cellulaire et des cellules qui cyclent très peu dans la moelle osseuse des patients. 
Les analyses de profil de cycle cellulaire des blastes fraîchement extraits de la moelle 
osseuse des patients, m'ont permis d'observer que le pourcentage de cellules en phase 
G0/G1 du cycle varie entre 80 et 96%, contre environ 70% dans les KG1a en culture ; et de 
1 à 10% en phase G2/M pour les blastes contre 20% pour des KG1a, la phase S étant 
quasiment inexistante dans les blastes. Ainsi, la répartition et la cinétique du cycle est 
radicalement différente, limitant ainsi les corrélations possibles entre les résultats obtenus 
dans les lignées et les cellules de patients. Dans la même perspective d'une meilleure 
connaissance de l'état prolifératif des blastes de patients, nous avons mené en 
collaboration avec le Pr. C. Récher un travail qui a consisté à établir les profils de 
répartition dans le cycle cellulaire des blastes au diagnostic, puis 12h et 36h après le début 
de l’administration de leur chimiothérapie. Ces profils réalisés sur 6 patients ont révélé 
une entrée progressive en phase sub-G1 (apoptose) sans que l’on puisse réellement voir de 
modifications témoignant d'accumulation des cellules en phase G1 ou G2/M du cycle 
cellulaire (résultats non montrés).  
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L’ensemble de ces résultats nous a poussé à mener un travail exclusivement réalisé sur des 
cellules de patients afin de mieux rendre compte de l’hétérogénéité des LAM, de mettre 
en évidence des mécanismes réellement impliqués dans les cellules de malades, et de 
tester plus largement la pertinence thérapeutique d’un inhibiteur de la kinase CHK1 
combiné à l’ara-C utilisée lors de la chimiothérapie des LAM. 
 
L’étude que nous avons réalisée sur l’activation constitutive de CHK1 dans les LAM et qui a 
fait l’objet d'une publication dans le journal Cancer Research soulève différents points de 
discussion et des perspectives biologiques et thérapeutiques qui nous semblent 
intéressantes. En effet, elle nous a permis de mettre en évidence pour la première fois 
dans des échantillons de LAM issus de patients la présence de dommages constitutifs 
(détectés par le marqueur γH2AX) responsables d’une activation basale de la protéine 
CHK1 majoritairement retrouvées dans les LAM porteuses d'un caryotype complexe. Comme 
cela a été rappelé dans l'introduction, la présence de dommages constitutifs dans les 
cellules de LAM n’a jamais réellement été abordée dans la littérature. En effet, l’étude 
publiée par Horibe en 2007 fait le constat de dommages constitutifs à l'ADN dans les LAM 
secondaires aux syndromes myélodysplasiques (n = 10), faisant plutôt le lien avec les 
données sur la progression du processus tumoral dans les tumeurs solides ((Horibe et al., 
2007) ; (Gorgoulis et al., 2005) ; (Bartkova et al., 2005)). L’étude publiée par Boherer en 
2009 avait également pour but d’évaluer la présence de dommages à l'ADN constitutifs et 
l’activation de la voie des dommages au cours de la progression du syndrome 
myélodysplasique vers la leucémie (Boehrer et al., 2009). Les auteurs rapportent la 
présence de dommages spontanés dans les cellules de LAM mais l’effectif considéré est 
très limité (n = 3). Ainsi, à ce jour aucune étude menée sur un large échantillonnage 
n’avait encore mis en évidence de dommages spontanés sur l’ADN des cellules de LAM ni 
fait de corrélation entre la présence de dommages constitutifs et les caractéristiques 
cytogénétiques des LAM. Les données rapportées sur les tumeurs solides ont 
vraisemblablement influencé et précipité les recherches sur la progression tumorale dans 
le domaine de l’hématologie. 
  
De plus, nous avons montré que la quantité de dommages constitutifs présents est corrélée 
de manière significative avec la chimiosensibilisation à l’ara-C par l’inhibiteur de la kinase 
CHK1, l’UCN-01. L’inhibiteur seul permet également une sensibilisation très variable des 
cellules de LAM, soulignant une « dépendance » différente vis-à-vis de la voie de 
signalisation des dommages selon les échantillons et leurs caractéristiques propres. La 
sensibilisation majoritaire des LAM à caryotypes complexes ouvre le champ sur une 
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nouvelle opportunité de traitement de ce sous-groupe de patients qui, comme nous l’avons 
vu dans l’introduction, présente une médiane de survie de l’ordre de quelques mois 
seulement. Bien que nous ayons confirmé l’implication directe de l’UCN-01 dans la 
chimiosensibilisation des échantillons de LAM par interférence ARN, nous ne pouvons pas 
exclure d’autres actions de l’inhibiteur, en particulier sur la voie de survie PI3K/AKT, 
puisque nous avons vu dans l’introduction que l’UCN-01 permet une inactivation indirecte 
d’AKT. Ces données sont d’autant plus intéressantes que des résultats publiés récemment 
par le Pr. C. Récher, mettent en évidence une activation d’AKT sur la thréonine 308 dans 
des échantillons de LAM à haut risque cytogénétique (Gallay et al., 2009). Ainsi le bénéfice 
de l’UCN-01 dans les LAM de haut risque cytogénétique pourrait également impliquer 
l’inactivation indirecte d’AKT par PDK1 responsable de sa déphosphorylation sur la 
thréonine 308 (Sato et al., 2002). De plus, il a été mis en évidence que la sérine/thréonine 
phosphatase PP2A impliquée dans l’inactivation in vitro d’AKT mais également de CHK1 
((Millward et al., 1999) ; (Leung-Pineda et al., 2006)), présente une activité plus faible 
dans les LAM de haut risque cytogénétique que dans les LAM de risque intermédiaire 
(Gallay et al., 2009). Ainsi, cette activation plus faible de PP2A dans les LAM de haut 
risque pourrait également jouer un rôle dans l’activation constitutive de la protéine CHK1 
que nous rapportons. L’ensemble de ces résultats met en évidence l’intérêt que 
représente l’utilisation d’inhibiteurs de la protéine CHK1 dans la prise en charge des LAM 
de haut risque cytogénétique. Il est donc indispensable de valider les résultats obtenus 
avec l'UCN-01 en utilisant d'autres composés inhibiteurs de CHK1 aux propriétés inhibitrices 
plus spécifiques. Notre collaboration récente avec le groupe AstraZeneca nous a permis 
d’obtenir un inhibiteur spécifique de la protéine CHK1, l’AZD7762, actuellement en cours 
d’évaluation dans trois essais cliniques de phase I dans des tumeurs solides en combinaison 
avec la gemcitabine et l’irinotécan. Des tests rapides de viabilité cellulaire en milieu 
liquide et milieu semi-solide avec l'AZD7762 devraient nous permettre d'évaluer l’effet 
chimiosensibilisateur de cet inhibiteur de CHK1 sur des échantillons de LAM et de valider 
les hypothèses proposées à la suite de nos travaux réalisés avec l'UCN-01. 
 
Compte tenu du rôle de l’activation d’oncogènes et/ou de la perte de gènes suppresseurs 
de tumeurs dans l’établissement de l’instabilité génétique conduisant au développement 
tumoral, il nous a semblé essentiel de répertorier les mutations présentes dans les 50 
échantillons de LAM que nous avons examinés dans  notre étude (Cancer Research).  
Dans un premier temps, nous avons porté notre attention sur les mutations ponctuelles 
et/ou les pertes de copie du gène p53 afin de tester l’impact réciproque de l’activation de 
la voie des dommages et de la perte de fonction de ce gène. Nos travaux de recherche des 
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mutations ponctuelles ont été effectués en collaboration avec le Pr. E. Delabesse du 
service hématologie du CHU Toulouse-Purpan qui a réalisé les mises aux points techniques 
de cette méthode de détection. Le criblage de ces mutations a été effectué avec un kit 
HRM de chez Roche (LightCycler 480 Hight Resolution Melting Master) qui permet la 
détection de mésappariements et donc d’éventuels polymorphismes ou mutations sur une 
séquence donnée pré-amplifiée par PCR. Brièvement, cette technique repose sur la perte 
de fluorescence induite par une sonde intercalante du double brin de l’ADN lors de sa 
dénaturation. Ainsi, lors d’un mésappariement de l’ADN, la température de dénaturation 
des échantillons sera inférieure à celle qui résulte d’un appariement parfait, conduisant à 
une perte de fluorescence précoce (voir annexe). Cette méthode permet un repérage 
d’échantillons potentiellement mutés et leur séquençage réalisé directement sur le même 
aliquote nous a permis de valider la présence d’une mutation. 
Comme le montre la figure 31, les mutations ponctuelles et les pertes de copie du gène 
p53 sont toutes retrouvées dans les échantillons de LAM de mauvais pronostic 
cytogénétique, principalement représentés par des LAM à caryotype complexe, ce qui est 
couramment décrit dans la littérature (Haferlach et al., 2008). Par contre, la détection 
d'un haut niveau de dommages à l’ADN ne semble pas corrélée avec une perte de fonction 
du gène p53. En revanche, l’activation de la protéine kinase CHK1 est corrélée avec la 
perte de fonction du gène p53. En effet, une activation plus importante de la protéine est 





Figure 31: Niveau de dommages et activation de la kinase CHK1 constitutifs en fonction des 
mutations ponctuelles et/ou des pertes de copie du gène p53 détectées dans les échantillons  
LAM.  
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Les mutations et pertes de fonction du gène p53 sont majoritairement retrouvées dans les LAM de 
mauvais pronostic cytogénétique. Cette analyse moléculaire ne permet pas de mettre en évidence 
de corrélation entre le niveau de dommages et la perte de fonction du gène p53. En revanche, 
l’activation constitutive de la kinase CHK1 est corrélée (p = 0,0005) avec la perte de fonction du 
gène p53. Les niveaux de dommages et activation de CHK1 ont été évalués en cryométrie de flux, 
les valeurs représentent le ratio des intensités moyennes de fluorescence (Mean Fluorescence 
Intensity ratio) entre l’anticorps isotypique et l’anticorps dirigé contre la phosphorylation (D’après 
(Cavelier et al., 2009)).  
 
Ces données semblent en contradiction avec les données de la littérature décrivant le 
modèle de tumorigenèse dans les tumeurs solides (cf Introduction). En effet, dans les LAM, 
la perte de fonction du gène p53 n’est pas accompagnée d’une inactivation de la voie de 
signalisation des dommages. Néanmoins, l’évaluation de l’activation de CHK1 que nous 
rapportons a été réalisée au diagnostic de la pathologie, ce qui ne préjuge en rien de 
l’évolution de cette activation à des stades plus tardifs. De plus, la question de 
l’implication de la voie des dommages dans l’établissement de l’instabilité génétique au 
cours de la leucémogenèse reste ouverte. En effet, les études de leucémogenèse basées 
sur l’évolution des SMD vers les LAM ne rendent pas compte de l'évolution des différents 
marqueurs lors de l’apparition d’une LAM primitive et sont donc trop sélectives d’un sous-
groupe de LAM. L’utilisation de modèle murin développant progressivement une leucémie, 
tel que ceux délété de manière conditionnelle pour le gène pten, permettrait d’adresser 
et de documenter cette question (Yilmaz et al., 2006). 
     
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés plus largement aux mutations 
fréquemment retrouvées dans les LAM qui induisent l’activation de voies de signalisation et 
à ce titre qui pourraient avoir un impact sur l’instabilité génétique dans les LAM afin de 
tester une éventuelle corrélation entre ces mutations et l’activation de la voie des 
dommages. Nous avons donc évalué la présence de la duplication en tandem et des 
mutations ponctuelles de flt3 (FLT3-ITD et FLT3-TKD respectivement), et des mutations 
ponctuelles des gènes nras, kras et kit. En effet, la mutation FLT3-ITD est présente dans 
24 à 39% des LAM et conduit à une activation constitutive du récepteur tyrosine kinase, il 
en résulte une augmentation de la prolifération cellulaire, une inhibition de l’apoptose à 
travers l’activation des voies de signalisation MAPK, STAT et Lyn/SRC. La mutation FLT3-
TKD est beaucoup moins fréquente avec seulement 5 à 14% des LAM. Même si son rôle dans 
les LAM est mal connu, elle est associée à une survie sans maladie inférieure à celle des 
patients non mutés dans le groupe des caryotypes normaux (Whitman et al., 2008). Comme 
dans les tumeurs solides, le rôle des mutations du gène ras dans la dérégulation des voies 
de signalisation notamment la voie MAPK et l’établissement de l’instabilité génétique, a 
été rapporté dans les LAM et dans les modèles murins de leucémogenèse ((Braun and 
Shannon, 2008) ; (Rassool et al., 2007)). Dans les LAM, nras est plus fréquemment muté 
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avec 10% contre 5% pour kras. Les mutations de nras sont associées à la transformation des 
SMD vers les LAM, et confèrent une survie globale plus courte des patients (Bacher et al., 
2007). Enfin, la mutation D816 de l’exon 17 du gène kit est retrouvée dans 6% des LAM, 
ainsi que plus fréquemment dans les stades avancés de SMD pouvant ainsi être impliquée 
dans la transformation des SMD vers les LAM. Cette mutation confère une résistance au 
glivec (Bacher et al., 2007).  




Figure 32: Niveau de dommages et activation de la kinase CHK1 constitutifs en fonction des 
mutations des gènes flt3 et nras détectées dans les échantillons  LAM.  
Les mutations FLT3-ITD sont présentes uniquement dans les échantillons de LAM de pronostic 
cytogénétique intermédiaire présentant une quantité de dommages à l’ADN variable et une faible 
activité de la kinase CHK1. Les mutations ponctuelles de nras et flt3 sont des événements peu 
fréquents qu’il serait nécessaire de tester dans une cohorte plus large. Les niveaux de dommages et 
activation de CHK1 ont été évalués en cryométrie de flux, les valeurs représentent le ratio des 
intensités moyennes de fluorescence (Mean Fluorescence Intensity ratio) entre l’anticorps 
isotypique et l’anticorps dirigé contre la phosphorylation (D’après (Cavelier et al., 2009)).  
 
Les mutations FLT3-ITD, mutés chez 12 des 50 patients, n’ont pas montré de corrélation 
avec la présence de dommages constitutifs ni avec une activation de CHK1 ; les mutations 
FLT3-TKD sont des événements trop rares (une mutation détectée) pour lesquelles une 
analyse sur une cohorte beaucoup plus conséquente serait nécessaire afin d’établir 
d’éventuelles corrélations. Enfin, la validation des mutations de kras est en cours, il 
semble que 3 des 50 patients présentent une mutation, de même que 3 sont également 
mutés pour nras. Là encore, il est difficile d’établir des corrélations, il semble donc 
important de poursuivre cette étude afin d’augmenter notre effectif et d’établir des liens 
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entre l’activation de la voie des dommages à l’ADN et les mutations du gène ras chez les 
patients atteints de LAM. 
 
L’ensemble des travaux réalisés dans le cadre de cette thèse mettent une évidence une 
corrélation entre l’activation de la kinase CHK1 et la perte de fonction du gène 
suppresseur de tumeur p53. Il me semble particulièrement intéressant de poursuivre la 
détection systématique de l’activation de cette protéine en cytomètrie de flux sur les 
échantillons de LAM au diagnostic afin d’augmenter la cohorte de patients et de renforcer 
nos résultats. En effet, cette activation majoritaire des cellules p53 déficientes permet 
une sensibilité plus importante aux inhibiteurs de la kinase CHK1. C’est précisément dans 
ce contexte que l’utilisation des inhibiteurs de la voie des dommages et plus 
particulièrement de CHK1, qui joue un rôle majeur dans le point de contrôle G2/M, ont 
émergé et ont montré leur véritable intérêt en terme de radio- et chimiosensibilisation. 
L’effet chimiosensibilisateur de l’UCN-01 obtenu dans les LAM avec un caryotype complexe 
est encourageant et pourrait représenter une perspective thérapeutique très pertinente 
pour ce sous-groupe de patients. En effet, aucune thérapeutique dans ce sous-groupe n’a 
fait ses preuves à l’heure actuelle. Nous pouvons également souligner que la détection de 
l’activation de la kinase CHK1 et des mutations de p53 sont des tests (cytométrie en flux 
et HRM) que l’on peut imaginer effectuer en routine dans des laboratoires spécialisés et 
qui pourraient ainsi servir à caractériser au diagnostic les patients qui pourraient tirer le 
maximum de bénéfice de ces traitements. 
 
Pour finir, l’ensemble de mes travaux de thèse portant sur l’implication du cycle cellulaire 
et de ses points de contrôle dans la pathologie des LAM nous a permis d’apporter de 
nouveaux éléments de réflexion dans la connaissance des mécanismes de chimiorésistance 
et d’instabilité génétique des LAM. Ces travaux montrent à quel point il est pertinent de 
mener une recherche translationnelle entre les laboratoires et la clinique afin d’aller vers 
une connaissance accrue de la pathologie sur le plan cellulaire et moléculaire permettant 
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Cell cycle
G2/M checkpointcell cycle regulator that is necessary for checkpoint recovery after DNA damage-
induced G2 arrest. We have examined the effects of PLK inhibition in Acute Myelocytic Leukaemia (AML)
cells, whose resistance to genotoxic agents is thought to be associated with checkpoint reinforcement. We
report that in U937 AML cells, PLK1 participates in checkpoint recovery, and that inhibition of PLK by the
GW843682X compound results in mitotic accumulation and apoptosis. We also found that when challenged
with VP-16, inhibition of PLK1 prevented U937 cells from checkpoint exit. Finally, we found that treatment
with GW843682X slightly reduced genotoxic-induced inhibition of colony formation efficiency of primary
leukaemia cells (CFU-L) from AML patients.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.1. IntroductionPolo-Kinase family members (PLK1–4) are key players in cell cycle
regulation, especially during G2 phase and mitosis. The founding
member Polo-Kinase 1 (PLK1) specifically localizes to centrosomes,
the midzone of the mitotic spindle, and the post-mitotic bridge. PLK1
promotes entry into mitosis and regulates mitotic progression
through the phosphorylation of proteins that control either their
localization or their proteasome-dependent degradation (van de
Weerdt and Medema, 2006). Depletion of PLK1 by RNA interference
results in an accumulation of cells arrested in metaphase with
abnormal chromatin morphologies. Knock-down of PLK1 also reduces
cell survival and increases the drug sensitivity of tumor cells, but not
normal cells (Liu et al., 2006; Spankuch et al., 2006). PLK1 is
overexpressed in a large variety of cancer types, and its over-
expression often correlates with poor prognosis (Kneisel et al.,
2002; Weichert et al., 2004; Yamada et al., 2004). Thus, inhibition of
PLK1 kinase activity would appear to represent an attractive approach
for the development of novel anticancer therapies (Barr et al., 2004). A
number of promising compounds have been identified whose effects
on cancer cells are currently under investigation (Strebhardt and
Ullrich, 2006). For instance, GW843682X, described as compound 1 inIFR109 “Institut d'Exploration
18 route de Narbonne, 31062
5 81 09.
.
l rights reserved.Lansing et al. (2007), is an ATP-competitive inhibitor that has
nanomolar activity against purified PLK enzymes and that can inhibit
the growth of tumor cell lines in vitro. This compound has also been
shown to delay the G2/M transition, induce mitotic spindle defects,
and cause multinucleation in the lung adenocarcinoma cell line NCI-
H460 (Lansing et al., 2007). GW843682X was also shown in the same
study to inhibit at a similar concentration PLK3, a member of the Polo-
like kinase family that is proposed to be involved in the control of the
G1/S transition and S-phase progression (Zimmerman and Erikson,
2007a,b).
When DNA is damaged by genotoxic agents, the checkpoint
kinases are activated to either allow time for DNA repair or to initiate
programmed cell death if the damage is irreparable (Bartek and Lukas,
2003; Nyberg et al., 2002; Shiloh, 2003; Xu et al., 2002). Once DNA-
damage is repaired, the checkpoint mechanism is silenced so as to
allow the cell to resume cycling. In order to firemitosis-inducing CDK–
Cyclin complexes, the activity of CDC25 phosphatases must be
activated, while inhibiting kinases such as WEE1, are inactivated.
CDC25B has further been shown to be essential in the recovery of the
cell from DNA damage-induced checkpoint arrest (Bugler et al., 2006;
van Vugt et al., 2004; van Vugt and Medema, 2004). PLK1 has been
similarly implicated in the recovery from checkpoint arrest and in
promoting mitotic entry through the degradation of the MYT1/WEE1
kinases and of claspin by the proteasome pathway (Mamely et al.,
2006; van Vugt et al., 2004; Watanabe et al., 2005). PLK3 has been
proposed to participate in the checkpoint response via the p53
pathway, but whether PLK3 is also involved in checkpoint recovery
remains to be determined (van de Weerdt and Medema, 2006).
Fig. 1. Expression of PLK1 and cell cycle progression in U937 AML cells treated with
VP-16. U937 cells were exposed to VP-16 (5 μM) for 1 h, released into fresh media and
then harvested at the indicated time points. (A) Cells were fixed and phospho-histone
H3-positive cells were analyzed by flow cytometry. (B) Western blotting analyses
were performed using anti-PLK1 and -actin antibodies, and cell cycle distributions
determined by flow cytometry analyses of DNA content.
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(AML) to chemotherapy is thought to be associated with increased G2/
M checkpoint stringency and the inhibition of checkpoint recovery
(Blagosklonny, 2006; Didier et al., 2008). In this study, we investigated
the functional consequences of the pharmacological inhibition of
PLK1, in Acute Myelocytic Leukaemia. We have examined the role of
the PLK1 kinase in regulating checkpoint activation induced by a DNA-
damaging agent, and have characterized the effect of PLK1 inhibition
by GW843682X on the cytotoxicity associated with DNA-damage in
leukaemic cell lines and primary leukaemia blasts from AML patients.
2. Materials and methods
2.1. Cell culture
The human leukaemia monocytic cell line U937 was obtained from
the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Braunschweig, Germany). Cells were grown in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (U937) in the presence of
2 mM L-glutamine and 100 units/ml penicillin/100 mg/ml streptomy-
cin. The cells were passaged into fresh medium every 2 or 3 days and
maintained at 3×105 cells/ml in a humidified 5% CO2 incubator at
37 °C.
2.2. Pharmacologic inhibitors and reagents
The PLK1 inhibitor GW843682X (5-(5,6-dimethoxy-1H-benzimi-
dazol-1-yl)-3-{[2-(trifluoromethyl)-benzyl]oxy}thiophene-2-carbox-
amide) was kindly provided by J. Jackson (GlaxoSmithKline). The
polyclonal anti-PLK1 antibody was purchased from Cell Signalling
(Berverly, MA), polyclonal anti-phospho-histone H3 was from Upstate
Biotechnology (Lake Placid, NY) and the monoclonal anti-actin
antibody was from Sigma (St. Louis, MO). Other products were
purchased from Sigma (Saint Quentin-Fallavier, France).
2.3. Analyses of cell cycle progression and apoptosis
Cells were harvested and fixed in ice-cold 70% ethanol. Cells were
permeabilized with PBS-0.25% Triton X-100 and subsequently
stained with anti-phospho-histone H3 and propidium iodide as
described previously (Bugler et al., 2006). Apoptotic cells were
detected with Annexin V-FITC/7-AAD detection kit from Beckman
Coulter (Fullerton, CA) following the manufacturer's instructions.
Data were collected using a BD FACSCalibur cytometer and analyzed
using the Cell Quest (Becton Dickinson) and Modfit (Verity Software)
software packages.
2.4. Cell proliferation assay
The inhibition of cell proliferation was determined using a
colorimetric assay WST1 based on cleavage of the tetrazolium salt
WST1 by mitochondrial dehydrogenases in viable cells, leading to
formazan formation (Roche Diagnostic). U937 cell lines were seeded
in 96-well plates at day 0 in RPMI-1640 supplemented with 10% fetal
bovine serum in the presence of 2 mM L-glutamine and 100 units/ml
penicillin/100 mg/ml streptomycin. At day 1, cells were treated for
48 h with increasing concentrations of GW843682X. These experi-
ments were performed in triplicate.
2.5. Western blot analyses
Cells were harvested and lysed as described previously (Dutertre et
al., 2004). Samples were separated on a 7.5% SDS-PAGE gel, transferred
onto nitrocellulose membrane, and immmunostained. Antibodies
were used at the following dilution: anti-PLK1 (1:500) and anti-actin
(1:10,000).2.6. Colony formation analyses on AML patients cells
CFU-L were obtained from bone marrow aspirates from AML
patients at diagnosis. The cells were cryopreserved after informed
consent. CFU-L cells were resuspended in H 4230 methyl-cellulose
medium complemented with 10% 5637-conditioned medium.
GW843682X, VP-16 or DMSO were added at the indicated concentra-
tions, and the cells were incubated at 37 °C for 7 days. Colonies with
more than 20 cells were scored.
3. Results
3.1. Expression of PLK1 and cell cycle progression in response to DNA-
damage in U937 cells
In order to monitor mitotic entry in U937 AML cells in response to
DNA-damage, we examined phospho-Histone H3 positivity by flow
cytometry (Fig. 1A). As expected, upon 1 h treatment with the
genotoxic agent etoposide (VP-16) checkpoint activation-mediated
inhibition of mitotic entry was observed. However, by 24 h post-
treatment, a significant fraction of cells had recovered and entered
mitosis.
We then similarly treated U937 cells and investigated the variation
of PLK1 expression bywestern blot analysis, togetherwith a study of the
cell cycle distribution. U937 cells had modest PLK1 expression level
immediately after VP-16 treatment, which was significantly increased
by 24 h after treatment (Fig. 1B), concomitantly with a progressive exit
of the cells from the checkpoint arrest and their progression into
mitosis (Fig. 1A and B). This observation indicated that, in agreement
with the previously demonstrated role for PLK1 in checkpoint recovery
and re-entry into mitosis, an increase in PLK1 level potentiates the
recovery of leukaemia cells from checkpoint arrest.
3.2. The PLK inhibitor GW843682X inhibits U937 AML cell proliferation
In order to inhibit the activity of PLK1, we used the newly described
specific compoundGW843682X (Lansing et al., 2007).We found using a
Fig. 2. GW843682X inhibits cell cycle progression. Flow cytometric analyses of DNA content (A) and phospho-histone H3 and annexin-V staining (B) of U937 cells treated as indicated
with GW843682X for 24 h.
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an EC50 of 120 nM.When treated for 24 h with GW843682X, U937 cells
stopped proliferating and accumulated mostly with a G2/M phase DNA
content, as demonstrated by flow cytometry analyses (Fig. 2A). We also
examined mitotic accumulation and apoptosis by monitoring phos-Fig. 3. PLK1 participates in the G2/M checkpoint recovery in AML cells. (A, B) The U937
cell line was treated with VP-16 for 1 h thenwith 50 ng/ml nocodazole in the absence or
presence of 500 nMGW843682X, as adapted from Roberge et al. (1998). Flow cytometry
was used to monitor mitosis with phospho-Histone H3 staining (A) or apoptosis with
annexin-V staining (B).phorylated histone H3 and annexin-V, respectively. As shown in Fig. 2B,
we observed a dose-dependent accumulation of cells in mitosis fol-
lowing treatment with 200 nM or 500 nM GW843682X. A modest
induction of apoptosis was also observed 24 h post-treatment, with an
increase in the proportion of cells staining positive for annexin-V.
3.3. Pharmacological inhibition of PLK1 impairs checkpoint recovery in
U937 cells
We next used the GW843682X compound to investigate the
putative involvement of PLK1 in the ability of U937 AML cells to enter
mitosis after checkpoint arrest. In order to monitor entry into mitosis,
we analyzed cell cycle progression using an assay adapted from the
previously described “mitotic trap” method (Roberge et al., 1998).
Briefly, U937 cells were treated for 1 h with the DNA-damaging agent
etoposide (VP-16) and then released for an additional 23 h to allow cell
cycle arrest in late G2-phase. In addition, we used nocodazole (a
microtubule depolymerising agent that arrests cells in prometaphase/
metaphase) to trap the cells that could overcome or exit the G2/M
checkpoint, in a mitosis-like state. We used flow cytometry and
phospho-histone H3 staining to monitor cells arrested in mitosis. As
shown in Fig. 3A, in the absence of VP-16-induced G2/M checkpoint
activation, U937 cells progressed into mitosis where about 60% of the
cells were subsequently blocked by nocodazole treatment. When the
cells were treated with VP-16 on the other hand, DNA-damage inducedFig. 4. Colony formation of primary AML cells. Clonogenic survival from five different
patients (#1–5) was assessed after 7 days of continuous exposure to VP-16. Patient #1
clonogenicity was monitored twice independently (#1 and #1(2)). The EC50 for VP-16
was determined for each patient by performing clonogenicity assays with increasing
concentrations of VP-16 in the absence or presence of 25 nM GW843682X.
Fig. 5. Model for PLK1 involvement in the G2/M checkpoint pathway. Checkpoint
recovery and entry into mitosis is dependent on the activity of the PLK1 kinase that
(1) triggers proteasome-dependent degradation of the inhibitory WEE1 kinase and
(2) presumably regulates the activity of the CDC25B phosphatase.
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mitosis was found to depend upon the concentration of VP-16.
Interestingly, PLK1 inhibition by GW843682X further impaired the
ability of U937 cells to overcome the VP-16 induced cell cycle
checkpoint arrest and to enter into mitosis (Fig. 3A). For instance, we
observed more than 50% inhibition of entry into mitosis in cells treated
with 5 µM VP-16 when combined with 500 nM GW843682X. These
results strongly suggest that, as described in other cell models, PLK1
plays an important role during recovery from a G2 DNA-damage arrest
in AML cell lines. However, no additive effect on apoptosiswas observed
after combining VP-16 and GW843682X (Fig. 3B).
3.4. Combined exposure of AML blast cells to VP-16 and GW843682X
results in checkpoint reinforcement
We next examined whether the effect of PLK1 inhibition could
modulate the survival of CFU-L primary leukaemic cells that had been
exposed to a treatment with VP-16. The EC50 values for VP-16 alone, or in
combination with GW843682X (25 nM (Fig. 4) or 50 nM (data not
shown)) were determined for five AML patients. These concentrations of
GW843682Xwereused in this experiment as theydisplayedno inhibitory
effect, when used alone, on the clonogenicity efficiency. Of the 5 patient
samples examined, we observed a modest beneficial effect of associating
the genotoxic agent VP-16with chemical inhibition of PLK1 in only 1 case,
patient #2 (Fig. 4). In that case, the EC50 for VP-16 was reduced by about
30% in the presence of GW843682X. In contrast, blast cells from patient
#5 and to aminor extent, frompatients #1 and#3,weremore resistant to
VP-16 treatment when associated with GW843682X than with VP-16
alone. Thus, we conclude that, as far as CFU-L survival is concerned,
inhibition of PLK appears to increase the EC50 and therefore modestly
reduces the efficiency of the genotoxic agent VP-16.
4. Discussion
On the basis of the already reported role for PLK1 in checkpoint exit
(van Vugt et al., 2004) and of the results we obtained with the U937 cell
line (Fig. 3), we speculated that PLK1 inhibition could also result in
checkpoint reinforcement and increased resistance to genotoxic
treatment. Indeed, we found this to be the case in leukaemic cells
from patients exposed to the PLK1 inhibitor GW843682X, in combina-
tionwith the genotoxic agent VP-16 (Fig. 4). As it has been reported that
PLK3 performs opposite functions to PLK1 in the cellular response to
DNA-damage (van deWeerdt andMedema, 2006; Xie et al., 2001a,b), it
is unlikely that our observations result from the inhibition of PLK3. We
propose that a consequence of PLK1 inhibition and subsequent
perturbation of PLK1-dependent events, such as inhibition of WEE1
degradation but persistent activation of the CDC25B phosphatase, may
be the emission of contradicting signals (see Fig. 5).
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Annexe 3 : Protocole HRM  
Les ADN des 50 échantillons de LAM collectés au sein du laboratoire d’hématologie du CHU 
Toulouse-Purpan ont été dosés à l’aide d’un spectrophotomètre NanoDrop (Thermo 
Scientific) et ajustés à la concentration de 10ng/µL. Ces ADN ont été ensuite préparés 
selon la technique HRM décrite dans le protocole Roche (LightCycler 480 Hight Resolution 









Le design de l’ensemble des couples d’amorces a été effectué par le Pr. E. Delabesse, et 
nous a permis une amplification : 
- des exons 2 à 11 du gène p53 
- des exons 2 et 3 des gènes nras et kras 
- de l’exon 20 de flt3   
La technique HRM consiste en une pré-amplification par PCR comprenant une dénaturation 
initiale de 10 minutes à 95°C, suivie de 50 cycles de PCR (10 secondes à 95°C, 15 secondes 
entre 63 et 58°C puis 25 secondes à 72°C). L’amplicon amplifié va subir une dénaturation 
par élévation de la température de 72 à 95°C, au cours de laquelle le Light Cycler 480 
effectue 25 mesures de la fluorescence émise par la sonde intercalante de l’ADN double 
brin (contenue dans le kit LC480 HRM Master MIX) par degré, cela permet d’établir une 
courbe de fusion qui rend compte de l’état de dénaturation de l’échantillon. 
 
 
Courbes de fusion obtenues pour l’exon 7 du gène p53 
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Le traitement des données par le logiciel, qui effectue une normalisation, un seuillage, et 
un ratio des intensités de fluorescence entre les échantillons, permet d’obtenir le graphe 




Le séquençage nous a ensuite permis de valider la présence des mutations R248W et M246L 
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Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène de pathologies 
développées aux dépend des progéniteurs myéloïdes immatures normaux, caractérisées sur 
le plan moléculaire par des modifications de l'expression de facteurs transcriptionnels 
aboutissant à un blocage de la maturation, et par une activation aberrante de molécules 
de la transduction du signal conférant aux cellules leucémiques des avantages prolifératifs 
et de survie.  
 
 Dans ce travail, nous avons montré que la protéine kinase CHK1, impliquée dans le 
maintien de l’intégrité du génome en contrôlant l’arrêt du cycle cellulaire à la transition 
G1/S et G2/M après dommages constitutifs à l’ADN, prolonge son activation après 
dommages dans les cellules de LAM immatures permettant ainsi leur maintien en phase G2. 
Cette meilleure efficacité du point de contrôle G2/M des cellules immatures contribue très 
probablement à la chimiorésistance naturelle observée et largement documentée des 
cellules leucémiques immatures. De plus, nous montrons que la kinase CHK1 est 
anormalement activée dans les échantillons de LAM en raison de la présence de dommages 
à l'ADN constitutifs dans ces cellules. L’étude des caractéristiques cytogénétiques des 
patients nous a permis de mettre en évidence un haut niveau de dommages dans les LAM 
de haut risque cytogénétique, en particulier celles avec des cellules à caryotype 
complexe. L’inactivation de CHK1 par l’inhibiteur UCN-01 et par interférence à l'ARN 
aboutit à une inhibition des capacités clonogènes des progéniteurs leucémiques et à une 
chimiosensibilisation vis-à-vis de l’agent chimiothérapeutique ara-C. En revanche, les 
cellules hématopoïétiques normales CD34+, qui ne présentent pas de dommages 
constitutifs, sont beaucoup moins sensibles à l’UCN-01. Cet agent n’affecte pas non plus 
les capacités clonogènes des progéniteurs granulo-monocytaires normaux aux doses 
utilisées sur les cellules de LAM. 
 
 Ces résultats nous ont permis de montrer que la kinase CHK1 joue un rôle important 
à la fois dans la chimiorésistance des cellules leucémiques immatures et dans 
l’établissement de l’instabilité génétique observée dans les LAM à caryotype complexe. 
Enfin, ces travaux ouvrent des perspectives intéressantes sur l’utilisation de composés 
inhibiteurs des kinases du point de contrôle du cycle cellulaire dans les LAM et en 





MOTS-CLES : leucémies aiguës myéloïdes, cycle cellulaire et points de contrôle, kinase 
CHK1, dommages à l’ADN, inhibiteurs pharmacologiques.  
